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略号, 記号 
アミノ酸の略号 
A, Ala alanine アラニン 
C, Cys cysteine システイン 
D, Asp aspartic acid アスパラギン酸 
E, Glu glutamic acid グルタミン酸 
F, Phe phenylalanine フェニルアラニン 
G, Gly glycine グリシン 
H, His histidine ヒスチジン 
I, Ile isoleucine イソロイシン 
K, Lys lysine リシン 
L, Leu leucine ロイシン 
M, Met methionine メチオニン 
N, Asn asparagine アスパラギン 
P, Pro proline プロリン 
Q, Gln glutamine グルタミン 
R, Arg arginine アルギニン 
S, Ser serine セリン 
T, Thr threonine スレオニン 
V, Val valine バリン 
Q, Trp tryptophan トリプトファン 
Y, Tyr tyrosine チロシン 
fM, fMet N-formylmethionine N-ホルミルメチオニン 
SeMet Selenomethionine セレノメチオニン 
 
 
核酸の略号 
A adenosine アデノシン 
C cytidine シチジン 
G guanosine グアノシン 
U uridine ウリジン 
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その他の略号 
aa-tRNA aminoacyl-tRNA アミノアシル転移 RNA 
APS ammonium persulfate ペルオキソ二硫酸アンモニウム 
ABC ATP binding casette  
ADP adenosine diphosphate  
ATP adenosine triphosphate  
AMPPNP adenylyl imidodiphosphate  
-ME 2-mercaptoethanol 2-メルカプトエタノール 
CBB coomassie brilliant blue クマシーブリリアントブルー 
DC decoding center  
DNA deoxyribonucleic acid デオキシリボ核酸 
DTT dithiothreitol ジチオスレイトール 
EF elongation factor 伸長因子 
FAD flavin adenine dinucleotide フラビンアデニンジヌクレオチド 
GDP guanosine diphosphate グアノシン二リン酸 
GDPNP guanylyl imidodiphosphate グアニリルイミド二リン酸 
GTP guanosine triphosphate グアノシン三リン酸 
HEPES 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 
acid 
 
IPTG isopropyl--D-thiogalactopyranoside  
LB Luria-Bertani  
MAD multi-wavelength anomalous dispersion  
mRNA messenger RNA 伝令 RNA 
NGD No-go decay  
NSD Nonstop decay  
PAGE polyacrylamide electrophoresis ポリアクリルアミド電気泳動 
PEG polyethylene glycol  ポリエチレングリコール 
PLP Pyridoxal phosphate ピリドキサールリン酸 
PTC peptidyl transferase center  
PMSF phenyl-methylsulfonyl fluoride フッ化フェニルメチルスルホニル 
RF release factor 終結因子 
RNA ribonucleic acid リボ核酸 
rRNA ribosomal RNA リボソーム RNA 
SAD single-wavelength anomalous dispersion 単一波長異常分散 
SDS sodium dodecyl sulfate ドデシル硫酸ナトリウム 
TEMED tetramethylethylenediamine テトラメチルエチレンジアミン 
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Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane  
tRNA transfer RNA 転移 RNA 
tmRNA transfer-messenger RNA 転移-伝令 RNA 
WT wild tpe 野生型 
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要旨 
 DNAから mRNA へと転写された遺伝情報を翻訳する過程では, 伸長因子がアミノ酸
を結合した tRNA (aa-tRNA)をリボソームのA siteに運び込み, コドンをアミノ酸へと翻
訳する. するとリボソームは mRNA 上のコドンを 1 つ移動し, A site には新たな
aa-tRNA が運び込まれる. これを繰り返すことでリボソームは tRNA を介して特定の
アミノ酸を取り込み, mRNA の塩基配列を正しく反映したタンパク質を合成する.リボ
ソームは最終的に終止コドンに達し, A site の終止コドンに終結因子が相互作用するこ
とで完成したタンパク質が放出される. また, 二次構造や終止コドンの欠失などの異常
を含む mRNA を翻訳することでリボソームが mRNA 上で動けなくなった場合には, リ
ボソームレスキュー因子が A site と相互作用してリボソームを異常 mRNA から解離さ
せる. 真核生物では eRF3 が eRF1 を終止コドンに達したリボソームの A site に運び込
むことで翻訳を終結させ, Hbs1 が異常 mRNA 上で動けなくなったリボソームの A site
に Dom34 を運び込むことでリボソームをレスキューすることが分かっている. eRF3 と
Hbs1は真核生物由来伸長因子 eEF1と同様 eEF1-like GTPase familyタンパク質であり, 
GTP 依存的にそれぞれの反応を行うと考えられている. 一方古細菌では eRF3 と Hbs1
のオーソログは存在しないが, その代わり古細菌由来伸長因子 aEF1が tRNA だけでな
く eRF1, Dom34それぞれの古細菌ホモログである aRF1, aPelotaともGTP依存的に結合
し, 伸長, 終結, リボソームレスキューの全てに関わっていることを以前に我々は報告
した. そこで本研究では aRF1·aEF1·GTP 複合体及び aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造
を X 線結晶構造解析によって決定した. これらの構造において aRF1 と aPelota は tRNA
の形状を擬態することで aEF1の tRNA 認識部位と結合しており, この tRNA擬態によ
って翻訳終結及びリボソームレスキューを引き起こすことが明らかとなった. 
 また, リボソームレスキュー機構は真正細菌にも存在する. 真正細菌においてリボ
ソームが異常 mRNA によって動けなくなった場合には tmRNA と呼ばれる RNA がその
レスキューを行う. しかし連続したポリプロリン配列を合成する時にもリボソームの
停止が起こる. これはリボソーム中でプロリンがタンパク質に取り込まれる速度が極
端に遅いためであると考えられている. このような場合にはバクテリア由来伸長因子
EF-P がリボソームに作用し, タンパク質へのプロリンの取り込みを促進することで翻
訳を再開させる. EF-Pも aRF1 や aPelota と同様に tRNAの形状を擬態したタンパク質で
あり, 翻訳後修飾としてリシル化と水酸化を受ける. 本研究では EF-P のヒドロキシル
化を行うタンパク質である YfcM の構造を X 線結晶構造解析によって決定し, YfcM が
EF-P をヒドロキシル化する機構の解明を目指した. 
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Abstract 
In the translation of mRNA transcribed from DNA into protein, elongation factors deliver 
aminoacyl-tRNAs (aa-tRNAs) to the ribosomal A site, where aa-tRNAs translate one codon into 
one amino acid. Subsequently, ribosomes move on mRNA by one codon and incorporate 
another aa-tRNA. By repeating this cycle, ribosomes move on mRNA, incorporate specific 
amino acid via tRNA, and synthesize proteins reflecting mRNA sequence correctly. Translating 
ribosomes finally reach stop codons and proteins are released by release factors recognizing 
stop codons in the ribosomal A site. However, when ribosomes translate aberrant mRNAs 
containing secondry structure, lacking stop codons, and so on, ribosomes stall on mRNA. Then, 
ribosome rescue factors enter the ribosomal A site and dissociate stalled ribosomes from 
aberrant mRNAs. In eukaryotes, translation termination is facilitated by eRF3 delivering eRF1 
into ribosomal A site containing the stop codon, while ribosome rescue is done by Hbs1 
delivering Dom34 into the A site of stalled ribosomes. Both eRF3 and Hbs1 are eEF1-like 
GTPase family proteins, and are considered to facilitate their functions in a GTP-dependent 
manner. On the other hand, in archaea, archaeal counterparts of eRF3 and Hbs1 do not exist in 
archaeal genome. We reported that archaeal elongation factor, aEF1, interacts in a 
GTP-dependent manner not only with tRNA but also with aRF1 and aPelota, which is the 
archaeal counterpart of eRF1 and Dom34, respectively. Therefore, aEF1 is considered to 
perform three different functions: translation elongation, termination, and ribosome rescue. In 
this study, we determined crystal structures of aRF1·aEF1·GTP complex and 
aPelota·aEF1·GTP complex. These structures revealed that aPelota and aRF1 bind to 
tRNA-recognition site of aEF1 by mimicking the shape of tRNA, which enables them to 
facilitate translation termination and ribosome rescue, respectively.  
The ribosome rescue pathway exists also in bacteria. In bacterial ribosome rescue, tmRNAs 
rescue stalled ribosomes on aberrant mRNAs. In addition, translating ribosomes stall when they 
synthesize polyproline sequences. This is considered to be because proline renders peptide bond 
formation in ribosomes extremely slow. In this case, bacterial elongation factor, EF-P, detects 
stalled ribosomes and enhances the incorporation of prolines into proteins being synthesized, 
which allows stalled ribosomes to resume translation. EF-P is a tRNA-mimicry protein as well 
as aRF1 and aPelota, and is lysylated and hydroxylated post-translationally. In this study, we 
determined the crystal structure of YfcM, which is responsible for the hydroxylation of EF-P, 
and tried to determine the hydroxylation mechanism of YfcM by EF-P.  
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第 1 章 序論 
1.1 遺伝暗号の翻訳 
遺伝情報は DNA にコードされており, mRNA への転写を経てタンパク質に翻訳され
ることで発現する (図 1.1). タンパク質は 20種類のアミノ酸がペプチド結合によって多
数重合した高分子化合物であり, 固有のアミノ酸配列と立体構造をもつことでそれぞ
れに特有の機能を獲得し, 生命現象を支えている. そのため, 正しく機能するタンパク
質を合成するためには, DNAから転写されたmRNAを遺伝暗号表 (表 1.1)に則して正確
に翻訳しなければならない. mRNA の塩基配列は, リボソーム中でアミノ酸を結合した
tRNA (aa-tRNA)を介してタンパク質のアミノ酸配列へと変換される.  
tRNAはmRNA上の連続する 3つのヌクレオチドを 1コドンとしてそれを 1つのアミ
ノ酸に変換するアダプター分子である. tRNA は 73-94 個ほどのヌクレオチドが図 1.2A
に示すようなクローバーリーフ型に並んだ 2次構造をとっており, アクセプターステム, 
D アーム, アンチコドンアーム, 可変アーム, T アームの 5 つの領域に分類される. そし
てこれが塩基のスタッキング相互作用によってさらに折りたたまれて図 1.2B に示すよ
うな L 字型の 3 次元構造をとる 1. アンチコドンアームの先端には 3 つのヌクレオチド
から成るアンチコドンが存在し, これがリボソーム中で mRNA 上の相補的なコドンと
結合する. また 3’末端は全ての tRNAで CCAとなっており, この 3’末端のA76にそれぞ
れの tRNA に特有のアミノ酸が aa-tRNA 合成酵素によって付加される. このため tRNA
は mRNA のコドンとアミノ酸の間に遺伝暗号表に基づく対応関係を作っている. 
 リボソームは RNA とタンパク質の巨大な複合体であり, 小サブユニットと大サブユ
ニットが 1:1 で結合し総分子量は数 MDa に達する (表 1.2). リボソームと tRNA と
mRNA の複合体構造を図 1.3 に示す. 小サブユニットは Decoding Center (DC)を形成し, 
mRNAのコドンと正しく対合するアンチコドンをもつ tRNAのみを選択的に取り込むこ
とでコドン表に則した正しいアミノ酸を取り込む . 50S サブユニットは Peptidyl 
Transferase Center (PTC)を形成し, 合成途中のタンパク質と新たに取り込まれたアミノ
酸とのペプチド結合の形成を触媒する. リボソームにはA site, P site, E siteという 3箇所
の tRNA 結合部位が存在する.  
リボソームによるコドンの翻訳反応は開始コドンAUGから始まり, tRNAを介してア
ミノ酸を取り込みながらmRNA上を移動し, ペプチドを伸長させる. そして通常は最終
的に終止コドンに達し, 翻訳終結反応によって完成したタンパク質を放出する. しかし, 
伸長過程のリボソームが mRNA の異常構造や特定アミノ酸の連続配列を含むペプチド
10 
 
の合成などによって動けなくなり, 翻訳が異常中断することもある. このような事態を
解消するために, 生体内には mRNA 上で動けなくなったリボソームをレスキューする
機構も存在する (図 1.4). 翻訳伸長機構, 翻訳終結機構, リボソームレスキュー機構の
詳細について以下で述べる.  
 
1.2 翻訳伸長機構 
 翻訳伸長の機構は真核生物も真正細菌も古細菌も本質的に同じであると考えられて
おり, 真正細菌における翻訳伸長の過程を図 1.5, 1.6 に示す. 翻訳の開始過程が終了し
た段階ではリボソームは P site に開始コドン AUG を含み, それに tRNA がコドン-アン
チコドン対合を形成している. その tRNAの 3’末端には真正細菌ではN-ホルミルメチオ
ニン (fMet), 真核生物と古細菌ではメチオニン (Met)が結合している. ここから翻訳伸
長反応が始まるのだが, この反応では伸長因子 Elongation Factor (EF)が中心的な役割を
果たし , その中でも特に真正細菌では EF-Tu と EF-G , 真核生物と古細菌では
eukaryotic/archaeal EF1 (e/aEF1)と eukaryotic/archaeal EF2 (e/aEF2)が翻訳伸長機構に
直接的に関わっている 2. これらはグアニンヌクレオチド結合タンパク質 (G タンパク
質)であり, GTP の結合によって活性化し, それが GDP へと加水分解されることで不活
性化する. GTP と結合した EF-Tu, e/aEF1はアミノアシル化された tRNA (aa-tRNA)と結
合してそれを翻訳伸長過程のリボソームの A site に挿入する. そして A site 中の DC で
aa-tRNA と mRNA が正しいコドン-アンチコドン対合を形成した場合にリボソームと
tRNA の大きなコンホメーション変化が起こり, EF-Tu, e/aEF1の GTPase 活性を刺激す
る 3,4. GTP が加水分解されて GDP 型となった EF-Tu, e/aEF1はリボソームから遊離し
aa-tRNA が A site に完全に収納される. A site に収納された aa-tRNA の 3’末端 (A76)に結
合したアミノ酸はリボソームの PTCに入る. ここで P siteの tRNAに結合した fMetまた
はMetが A siteの aa-tRNAのアミノ基に転移し, A siteの tRNAの 3’末端にジペプチドが
形成される 5. すると次に GTP と結合した EF-G, EF2 がリボソームの A site と相互作用
する 6-11. そして GTP の加水分解に伴って A site, P site の tRNA はそれぞれ P site, E site
に移り, GDP 型となった EF-G, EF2 はリボソームから遊離する. また tRNA は mRNA と
コドン-アンチコドン対合を形成しているため, tRNAの移動に引きずられてmRNAはコ
ドン 1 つぶん移動する. これによって A site には次のコドンが入り, 新たなアミノアシ
ル tRNA が挿入されるとともに E site の tRNA はリボソームから遊離する. このサイク
ルを繰り返すことで遺伝暗号表に基づいて mRNA からポリペプチド鎖が合成される. 
eEF1EF-Tu, aEF1は eEF1-like GTPase family に属する 12.  
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1.3 翻訳終結機構 
1.3.1 真正細菌と真核生物における翻訳終結機構 
 リボソームが翻訳伸長を終えて最終的に終止コドンと呼ばれるUAA, UAG, UGAコド
ンのいずれかに達した時, 翻訳終結反応が起こる. この反応は終止コドンの認識と完成
させたポリペプチド鎖の放出を伴い, class I 翻訳終結因子と class II 翻訳終結因子によっ
て制御されている 13-17 (表 1.3).  
終止コドンに達したリボソームのA siteに入って終止コドンの認識とポリペプチド鎖
の放出を行うのは class I翻訳終結因子であり, 真正細菌にはRF1とRF2 (Release Factor 1, 
2), 真核生物には eRF1 (eukaryotic Release Factor 1)が存在する 18 (表 1.3, 1.4). class I 翻訳
終結因子はそれぞれに保存された配列モチーフ (RF1では PxT, RF2では SPF, eRF1では
NIKS/L, YxCxxxFなど)を介して終止コドンを認識し, 全ての class I翻訳終結因子に保存
された GGQ モチーフによってリボソームの PTC において P site tRNA とポリペプチド
鎖をつなぐエステル結合を加水分解する 19-26. リボソームと RF2 の複合体構造による
と, GGQモチーフは PTCにおいてグルタミン残基の主鎖の-NH基がタンパク質を結合
した tRNA と相互作用してそれを安定化するとともに, 側鎖がタンパク質と tRNA をつ
なぐエステル結合を加水分解するための水分子を配置していると考えられる 27 (図 1.7, 
1.8). RF1 は UAG と UAA, RF2 は UGA と UAA を認識するのに対して, eRF1 は 3 つの終
止コドン全てを認識することができる 28 (表 1.3). 
一方 class II 翻訳終結因子は class I 翻訳終結因子と特異的に相互作用する G タンパク
質であり, その働きは真正細菌と真核生物では大きく異なる. 真正細菌由来の class II翻
訳終結因子 RF3 は RF1, RF2 によるポリペプチド鎖の遊離が起きた後にリボソームに結
合し, GTP 依存的にそれを遊離させることで class I 翻訳終結因子のリサイクルを行う 29 
(表 1.3). それに対して真核生物由来の class II翻訳終結因子 eRF3は, eRF1と安定な複合
体を形成してそれを終止コドンに達したリボソームの A site に運び, そこで eRF3 に結
合したGTPを加水分解することで eRF1による終止コドンの認識とペプチジル tRNAの
加水分解を共役させると考えられている 30-34 (表 1.3). eRF3 は eEF1-like GTPase family
に属し, 酵素活性を司るとされるC端の約 400残基は EF-Tu, aEF1の全長とアミノ酸配
列の相同性が高い 35 (図 1.9).  
 
 
 
 
12 
 
1.3.2 eRF1·eRF3 複合体 
 eRF1は 3つのドメイン (N端からドメインA, B, C)から成る構造が既に報告されてお
り, ドメイン A はアンチコドンアーム, ドメイン B はアクセプターステム, ドメイン C
は Tアームに相当する 36 (図 1.10A). また, eRF1のドメイン 1にはNIKS/Lなどの終止コ
ドン認識モチーフがあり, ドメイン 2 の先端は tRNA のアクセプターステムの末端と同
様にリボソームの PTCでペプチジル tRNAのエステル結合に求核攻撃する GGQモチー
フを含む. 一方, eRF1と安定な複合体を形成する eRF3は 3つドメイン (N端からドメイ
ン 1, 2, 3)から成る EF-Tuとよく似た構造が既に報告されており, eRF1とドメイン 1を削
った eRF3 の複合体構造 (eRF1·eRF3 Δdomain 1)から eRF1 のドメイン C と eRF3 の相互
作用様式は tRNA の T アームと EF-Tu の結合様式とよく似ていることも分かっている
34,37 (図 1.10B, C). このように eRF1 の各ドメインは tRNA の各部位と構造的, 機能的相
関があり, これによって eRF1 は EF-Tu と構造がよく似た eRF3 と相互作用し, tRNA と
同様にリボソームのA siteに運ばれ, 翻訳伸長と同様リボソーム中でのGTP加水分解に
よって翻訳終結反応を行うと考えられている. このことは, eRF3·GTP 複合体の存在下
ではその非存在下よりも翻訳終結効率が高いことで裏付けられている 30,33. リボソーム
の A site に入った eRF1 はドメイン A の終止コドン認識モチーフで終止コドンと相互作
用し, その際のコンホメーション変化によって eRF3 の GTPase 活性を刺激して GTP を
加水分解させることでさらにコンホメーションを変化させ, GGQ モチーフによるポリ
ペプチド鎖の遊離を行うと考えられている 33 (図 1.11). 
 
1.3.3 古細菌における翻訳終結機構 
 古細菌には class I 翻訳終結因子として aRF1 (archaeal Release Factor 1)が存在する. 
aRF1 は真正細菌の RF1, RF2 よりも真核生物の eRF1 とアミノ酸配列の相同性が高く, 
また eRF1 特有の終止コドン認識配列である NIKS/L モチーフや YxCxxxF 配列をもち, 
eRF1 と同様に 3 つの終止コドン全てを認識すると考えられている 12,38. さらに aRF1 の
単体構造における各ドメインの形は eRF1 のそれらと非常によく似ていることが分かっ
た 12 (図 1.12). これらのことから古細菌における翻訳終結機構は真核生物と似ていると
考えられているが, 古細菌には class II 翻訳終結因子としての「aRF3」が存在しないこ
とがゲノム解析によって示されており, 古細菌における翻訳終結機構はよく理解され
ていなかった 35.  
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1.4 リボソームレスキュー機構 
1.4.1 真核生物におけるリボソームレスキュー機構 
 伸長過程のリボソームがなんらかの理由で mRNA 上で動けなくなった場合には, リ
ボソームを mRNA から解離させ, さらにその原因となった mRNA を分解する必要があ
る. そのために, 真核生物にはNon-go decayやNonstop decayといったリボソームレスキ
ュー機構が存在する 39,40.  
 
1.4.2 No-go decay (NGD) 
No-go decay (NGD)は, Saccharomyces cerevisiaeにおいてmRNA中のステムループやシ
ュードノットなどの異常構造やレアコドンによって伸長過程のリボソームが動けなく
なった場合に, そのようなmRNAを切断·分解してリボソームをmRNAからレスキュー
する機構として 2006年に同定された 41 (図 1.13). また, 酵母の体内で脱プリン化された
塩基を含む mRNA も NGD によって切断·分解される 42. mRNA の切断は, 5’キャップや
ポリA鎖に保護されていない RNA末端を露出させることでエキソリボヌクレアーゼに
分解を促進するためであると考えられる. 切断された mRNA は Dcp1·Dcp2 複合体によ
る 5’キャップの除去, CCR4·NOT 複合体による 3’ポリ A 鎖の除去, エキソソームと Ski
タンパク質による 3’→5’分解,  Xrn1 による 5’→3’分解によって分解される 39. そして
NGD による mRNA の切断に必要な因子として Dom34 と Hbs1 が同定されたが, 後にこ
れらの因子は mRNA の切断のために重要ではあるが必須ではないことが明らかとなっ
た 43. 
 
1.4.3 Nonstop decay (NSD) 
 Nonstop decay (NSD)は, Saccharomyces cerevisiae において終止コドンを欠失した
mRNA が速やかに分解される機構として 2002 年に同定され, またこの分解にはエキソ
ソームと相互作用するタンパク質 Ski7 が必要であることが報告された 44,45. Ski7の C 端
ドメインは eEF1や eRF3 といった eEF1-like GTPase family タンパク質と相同性が高
いため, NSDは当初, 終止コドンを欠失したmRNAを翻訳することでその 3’末端に達し
て動けなくなったリボソームのA siteにSki7が相互作用してエキソソームをリクルート
することで起こると考えられていた 45. しかし後に, リボソームがポリ A 鎖を翻訳して
ポリリシンを合成した場合, リボソームが途中で動けなくなり, mRNA の切断が起こる
ことが明らかとなった 43. ポリリシンによるリボソームの停止には RACK1やHel2と呼
ばれるタンパク質が関わっていることが分かっているが, 詳しい機構は未解明である
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43,46. そしてポリリシンの合成によるリボソーム停止とmRNAの切断はリボソームに 36
個のポリ A を含む mRNA を翻訳させた時, 既に起こっている 43. 酵母の mRNA の 3’末
端のポリ A鎖は通常 70-80 個ほどの Aをもつため, このことを考慮すると, 終止コドン
を欠失した mRNA を翻訳したリボソームがポリ A 鎖を全て通過してその 3’末端に到達
するとは考えにくい 47. さらに, ポリ Aの翻訳に伴う mRNAの切断には Dom34 と Hbs1
が関与していることも明らかとなった 43. このため NSD はリボソームがポリ A 鎖の途
中で動けなくなった場合のNGDであり, その分子メカニズムはNGDと本質的には同じ
であると考えられている. 
 
1.4.4 Dom34·Hbs1 複合体 
 Dom34 と Hbs1 は安定な複合体を形成するため, Dom34·Hbs1 複合体が NGD を引き起
こすと考えられる 48. Dom34·Hbs1複合体はこれまでNGDのみに関わるとされていたが, 
NSD にも関わること, また機能不全の 18S rRNA を含むリボソームが翻訳伸長中に
mRNA 上で停止した場合にそれを排除する 18S NRD (nonfunctional rRNA decay)にも関
与することも解明された 43,49,50. さらに, Dom34 を欠損させると NGD によって切断され
た mRNA のうちの 5’側の切断産物が安定化することが報告されている 43. これは, 
Dom34の非存在下では切断されたmRNAの 5’側の切断産物の 3’末端で動けなくなった
リボソームが mRNA から解離せず, 切断 mRNA のエキソソームによる 3’→5’分解が阻
害されるためであると考えられている . これらのことから , Dom34·Hbs1 複合体は
mRNA 上で動けなくなったリボソームを mRNA から解離させてレスキューすること一
般に関わっていると考えられている. Dom34 は翻訳終結因子 eRF1 と類縁であることか
ら, Dom34は eRF1と同様にリボソームの A siteに入ると考えられている. Hbs1は, 翻訳
終結反応において eRF1 をリボソームの A site に運ぶ eRF3 と同じ eEF1-like GTPase 
family に属する G タンパク質であり, C 端の約 400 残基は eRF3 の翻訳終結を担う C 端
の約 400残基とアミノ酸配列の相同性が高いことが分かっている 35 (図 1.9). このことか
ら Hbs1 は, 停止したリボソームの A site に Dom34 を運ぶと考えられている 51.  
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1.4.5 Dom34 の構造 
 S. cerevisiae 由来の Dom34 の構造を図 1.14A に示す. Dom34 は 3 つのドメイン A, B, C
から成り, ドメイン B, C は eRF1 のドメイン B, C と形が似ている 52. eRF1 のドメイン
B, C は eRF3 の認識部位であるため, Dom34 もドメイン B, C で Hbs1 と結合すると考え
られる. しかし eRF1 の GGQ モチーフを含むループに相当する Dom34 のループ C は
eRF1 と比べると短い (図 1.10A, 1.14A). また Dom34 のドメイン B には高度に保存され
た PGF/Qモチーフが存在する (図 1.14A). ループ Cと PGF/QモチーフはNGDにおける
mRNAの切断に重要な役割を果たすことが報告されている 51. また, ドメイン Aの構造
は eRF1 と Dom34 で大きく異なる (図 1.10A, 1.14A). eRF1 はドメイン A に存在する終
止コドン認識モチーフで終止コドンを認識すると考えられているため, このドメインA
の構造の違いが終止コドンを認識して翻訳を終結させる eRF1 と動けなくなったリボソ
ームを認識してリボソームレスキューを行う Dom34 の機能の違いを反映していると考
えられる. 実際, Dom34のドメインA先端の 2つのループ (ループAとループC)はNGD
による mRNA の切断に重要な役割を果たすことが報告されている 51. 
 
1.4.6 古細菌におけるリボソームレスキュー機構 
 古細菌には Dom34 のオーソログである aPelota が存在し, その構造は yeast 由来の
Dom34とよく似ている 53 (図 1.14A, 1.14B). しかし古細菌にはHbs1のオーソログが存在
しないことが分かっており , このため古細菌におけるリボソームレスキュー機構はほ
とんど理解されていなかった 35.  
 
1.5 古細菌由来翻訳伸長因子 aEF1の三重の特異性 
 以上のように古細菌には eRF1, Dom34 のオーソログである aRF1, aPelota が存在する
にも関わらず, それぞれのパートナーである Hbs1, eRF3 のオーソログが存在しないこ
とがわかっており, このことが古細菌における翻訳終結機構と NGD 機構における大き
な謎であった. しかし我々は, 古細菌に存在する唯一の eEF1-like GTPase familyタンパ
ク質として同定されている aEF1がaa-tRNA だけでなく aRF1, aPelota とも相互作用す
ることを我々は解明した 12. このことは, 真核生物の翻訳終結と NGD に似た機構が古
細菌にも存在し, 古細菌では aEF1が aa-tRNAと結合してタンパク質合成を司るだけで
なく aRF1 と結合して翻訳終結を行い, さらには aPelota と結合して NGD をも行う可能
性を強く示唆する (表 1.4) . (図 1.15) 
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1.6 本研究の目的 1 
 翻訳伸長因子による翻訳伸長反応に関しては, tRNA と EF-Tu の複合体構造が報告さ
れて以来現在ではそのリボソーム内での挙動まで研究が進んでおり, 詳細な反応メカ
ニズムが既に解明されている 1,3,4. しかし, 古細菌由来 aEF1がどのようにして tRNAだ
けでなく aRF1 や aPelotaと結合して翻訳伸長の他に翻訳終結や NGD にも関与しうるの
かを説明する構造的根拠はこれまで得られておらず , aRF1·aEF1·GTP 複合体と
aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造決定が待ち望まれている. さらに, aRF1·aEF1·GTP 複
合体と aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造決定の意義は単に古細菌由来翻訳伸長因子の
特殊性を解明することにとどまらない真核生物における翻訳終結も NGD も, それぞ
れの機構に中心的な役割を果たす eRF1·eRF3·GTP 複合体と Dom34·Hbs1·GTP 複合体の
構造が決定されていないためにそれらの詳細な反応メカニズムは未解明である. その
ため eRF1·eRF3·GTP 複合体と Dom34·Hbs1·GTP 複合体それぞれと似た機構で翻訳終結
と NGD を行うと考えられる古細菌由来の aRF1·aEF1·GTP 複合体及び
aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造決定は真核生物の翻訳終結と NGD のメカニズムの解
明を大きく前進させることが期待できる. そこで本研究では aRF1·aEF1·GTP複合体及
び aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造を X 線結晶構造解析により決定する. そして決定し
た構造をバクテリア由来 tRNA·EF-Tu複合体構造と比較することで aEF1の三重の特異
性の根拠を解明しさらにこれらの複合体がリボソームレスキューと翻訳終結それぞれ
に関与するメカニズムを解明することを目指した. 
 
1.7 真正細菌におけるリボソームレスキュー 
1.7.1 tmRNA によるリボソームレスキュー機構 
 一方真正細菌において終止コドンを欠失した mRNA を翻訳した場合, リボソームは
ポリ A も通過してその 3’末端で動けなくなると考えられている. これは真核生物と違
って真正細菌には伸長過程のリボソームを停止させる Hel2 などタンパク質が存在しな
いためであると考えられる. また, レアコドンによってリボソームがmRNA上で動けな
くなった場合はリボソームのA siteでmRNAの切断が起こるため, この場合もリボソー
ムは結果的に mRNA の 3’末端で動けなくなる 40. 真正細菌には Dom34 も Hbs1 も存在
しないが, ssrA 遺伝子から合成される tmRNA (トランス·メッセンジャーRNA)と呼ばれ
る tRNA と mRNA の両方の機能を備えた特殊な RNA が, 動けなくなったリボソームの
レスキューに関与する 54. tmRNA の二次構造と, それがリボソームをレスキューする
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trans-translation と呼ばれる機構の概要を図 1.16, 1.17 に示す. tmRNA は 3’末端, 5’末端近
傍の領域に tRNA-like domain をもち, この領域がアラニル tRNA 合成酵素と相互作用す
ることでその 3’末端にアラニンが結合する. このようにしてアラニル化された tmRNA
は EF-Tu や SmpB によって 3’末端で動けなくなったリボソームの A site に運ばれる. そ
こで tmRNAは P siteの tRNAに結合したペプチドを tmRNAの 3’末端のアラニンに転移
させるとともに, P site へと転移する. するとリボソームは翻訳の対象をそれまでの
mRNA から tmRNA の coding region へと移すことで翻訳を再開し, それまでに合成され
たペプチドに 11残基のアミノ酸を付加した後に tmRNA上の終止コドンに達し, 通常の
機構で翻訳を終結させる. 異常mRNAはRNase Rなどによって分解され, また合成され
た異常タンパク質は tmRNA によって付加されたタグ配列を目印として ClpP などによ
って分解される. このため tmRNA によるリボソームレスキューは真核生物や古細菌の
NGD に相当する機構である. 
 
1.7.2 EF-P によるリボソームレスキュー機構 
 また, 真正細菌において伸長過程で停止したリボソームをレスキューする新たな機
構が発見された. リボソームによるアミノ酸の取り込み速度は A site の tRNA に結合し
たアミノ酸や P site の tRNA に結合したペプチド中のアミノ酸の種類に影響を受けるこ
とが知られている. 例えば aa-tRNA を擬態することでリボソームの A site に入って合成
途中のペプチドの転移を受けることで翻訳を阻害する抗生物質であるピューロマイシ
ンを用いて, P site中の fMet-X-tRNAX (X = Ala, Arg, Asp, Lys, Phe, Pro, Ser, Val)からピュー
ロマイシンへのペプチジル転移の速度を測定した実験によると, X = Pro の場合ペプチ
ジル転移の速度定数は 0.14 s-1であり, 他のアミノ酸と比べると 10-1000倍遅いことが分
かった 55. また in vitro 翻訳によって fMet-Phe, fMet-Ala, fMet-Pro といったジペプチドが
合成される時間を測定した実験によると, tRNA によるコドン認識に伴う EF-Tu の GTP
加水分解にかかる時間には大差がなかったものの, ジペプチドの合成には fMet-Pro は
fMet-Phe や fMet-Ala と比べて 10 倍以上の時間がかかることが分かった 56. このように
プロリンは P site の tRNA に結合していても A site の tRNA に結合していてもリボソー
ムの伸長速度を低下させる. この理由は明らかになっていないが, 1 つの可能性として
はプロリンのアミノ基は 5 環構造を形成してイミノ基となっているためフレキシビリ
ティーが低く, PTC においてペプチジル転移反応に有利なコンホメーションを取りにく
いためであると考えられている. そのためプロリンのコドンが連続して 3つ以上並んだ
場合, リボソームは 2 番目のプロリンのコドン上で停止する 57,58. 
 しかし, 連続したプロリンのコドンによって停止したリボソームにはバクテリア由来
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翻訳伸長因子の 1 つである EF-P が作用することが明らかとなった . P site 中の
fMet-X-tRNAX (X = Gly, Pro, Phe, Val, Trp, Lys, Arg, Gln, Glu, Asp)とピューロマイシンの
反応速度はX = Pro以外の場合は EF-Pが存在しても 2倍以下にしかならないが, X = Pro
の場合は EF-P によって反応速度は 90 倍となる 58. また, EF-P は fMet-Pro-Gly の合成速
度を 8倍, fMet-Pro-Proの合成速度を 16倍に促進する 58. さらに EF-Pは大腸菌の体内で, 
CadC という pH 依存的に働く転写因子のプロリンが連続した領域の翻訳を助けること
でその合成を促進し, 活性を調節していることも明らかとなった 59. 大腸菌にはプロリ
ンが連続した領域を含むタンパク質が 100個程度存在するため, EF-Pは広くそれらのタ
ンパク質の合成を助けている可能性が高い.  
このように tmRNA がレアコドンや mRNA の 3’末端で停止したリボソームを mRNA
から解離させることでレスキューするのに対して, EF-P は連続したプロリンのコドン
によって停止したリボソームの翻訳を再開させるという異なる形でのリボソームレス
キューを行う.  
 
1.7.3 バクテリア由来伸長因子 EF-P  
 EF-Pは 1975年に発見された 21 kDa程度のタンパク質である. バクテリアに広く保存
されており, 真核生物/古細菌に存在する e/aIF5A (eukaryotic/archaeal initiation factor 5A)
のオーソログでもある. その構造は tRNAとよく似ており, ドメイン I, II, IIIがそれぞれ
tRNA のアクセプターステム, T アーム, アンチコドンアームに相当する 60 (図 1.18). 当
初 EF-P は翻訳の開始過程においてリボソームと相互作用し, P site の開始 tRNA に結合
したN-ホルミルメチオニンとA siteの tRNAに結合したアミノ酸との間でのペプチド結
合の形成を助ける因子として同定された 61-63.  
 しかし, EF-P が機能をもつためには高度に保存された Lys34 (大腸菌由来 EF-P での残
基番号)に翻訳後修飾を受けることが必要である 64. この修飾には 3つの酵素YjeK, YjeA, 
YfcM か関わっている. YjeK はリシンのアミノ基を位から位に転移させる lysine 2, 3 
aminomutase のホモログである. YjeA (PoxA, GenX とも呼ばれる)は tRNALysにリシンを
結合させる lysyl-tRNA synthetase のパラログであるが, tRNA への結合に重要なアンチコ
ドン結合ドメインは欠失しておりまた(S)--Lys との相互作用が非常に弱いため, tRNA
にリシンを結合させる活性をもたない 65. 一方 YfcM には既知のタンパク質との相同性
はない. これらの修飾酵素による EF-Pの翻訳後修飾経路を図 1.19に示す. まずYjeKが
生体内の(S)--Lys を(R)--Lys に変換する. 次に, YjeA が(R)--Lys を EF-P の Lys34 の
アミノ基に付加する 66. EF-P は tRNA を擬態した構造をとっており, その Lys34 は tRNA
の CCA 末端のアデニンに相当する. そのため YjeA は, lysyl-tRNA synthetase が tRNALys
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のCCA末端のアデニンに(S)--Lysを付加するのと同じ機構でEF-PのLys34に(R)--Lys
を ATP 依存的に付加する 66. そして最後に Lys34 の炭素が YfcM によって NADPH 依
存的に水酸化される 67. (R)--Lysの付加は特に重要であり, この修飾を受けた EF-Pは修
飾を受けていない EF-Pと比べてリボソームへの親和性が 30倍, fMet-Pro-Pro-Glyの配列
を合成する最高速度が 4 倍上昇する 58. 
 e/aIF5Aも EF-Pの Lys34に対応する Lys51 (S. cerevisiae由来 eIF5Aでの残基番号)に翻
訳後修飾を受けるが, その機構は EF-P とは大きく異なっている 64 (図 1.19). eIF5A では
deoxyhypusine synthase (DHS)と deoxyhypusine hydroxylase (DOHH)が Lys51の修飾を行う. 
まず DHS が NAD 依存的にスペルミジンのアミノブチル基を eIF5A の Lys51 に付加す
る. 続いて DOHH が付加されたアミノブチル基の水酸化を行う. 修飾された eIF5A は
EF-P と同様連続したプロリンのコドンによって停止したリボソームの翻訳を再開させ
る 68. aIF5Aもスペルミジン修飾を受けることが知られているため, EF-Pや e/aIF5Aによ
る連続したプロリンのコドンの翻訳促進機構は生物種を超えて自然界に広く保存され
ていると考えられる 64. 
 EF-P とリボソームと開始 tRNA の複合体構造によると EF-P はリボソームの P site と
E site の間に結合し, P site の開始 tRNA の側面と相互作用している 69 (図 1.20A). また
Lys34はリボソームの PTCに向いているため, 翻訳後修飾によって付加されたリシンは
PTC や P site の tRNA の 3’末端と直接相互作用できると考えられる 64,69 (図 1.20B). この
ことから EF-Pは P siteの tRNAや PTCとの相互作用によって P siteの tRNAに結合した
ペプチドや fMetがA siteの tRNAへのペプチジル転移を起こすために適した配向をとる
ことを助けると考えられている. 
 
1.7.4 EF-P の水酸化酵素 YfcM 
YfcMは 21 kDaほどの機能未知のタンパク質であったが, EF-Pの Lys34の水酸化に関
わっていることが 2012 年に明らかとなった 67. しかし YjeK と YjeA による(R)--Lys 修
飾によって EF-P による連続したプロリンコドンの翻訳効率が大きく上昇するのに対し
て, YfcM による水酸化は Lys-EF-P の活性にほとんど影響を与えない 58,70. また, yjeA や
yjeK を欠損した大腸菌やサルモネラ菌株は efp の欠損株と似た表現形を示すのに対し
て yfcm の欠損株にはあまり影響は見られない 70. ただし Lys-EF-P と比べると, 水酸化
を受けた Lys-EF-P はリボソーム中でN-ホルミルメチオニンをピューロマイシンに転移
させる活性が上昇している 70. これらのことから, YfcM による水酸化は EF-P の活性に
対して補助的な役割を果たしていると考えられている. Lys34 に付加されたヒドロキシ
ル基の役割の 1 つとして, PTC でヒドロキシル基の水素が P site の tRNA の CCA 末端の
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リン酸と水素結合を形成することで CCA 末端がペプチジル転移に適した配向をとるこ
とを助ける可能性が提唱されている 67. 
しかし, YfcM は現在知られているいかなる水酸化酵素や他のタンパク質ともアミノ
酸配列の相同性が低く, NADPHによって活性が上昇すること以外にそれが EF-Pを水酸
化する機構は不明である. 
 
1.8 本研究の目的 2 
現在までの研究によると YfcM による Lys-EF-P の水酸化は Lys-EF-P の活性にはあま
り影響を与えず, また yfcm を欠損させても特徴的な表現形は現れないため, YfcM は生
体における重要なタンパク質とは考えられていない. しかし YfcM は, スプライシング
因子 U2AF65 のリシン残基を水酸化する JMJD6 や eIF5A のハイプーシン化修飾におい
て水酸化を行う DOHH を含む他の水酸化酵素とはアミノ酸配列が明らかに異なるため, 
独自の機構で EF-P の Lys34 を水酸化していると考えられる. そのため YfcM が EF-P を
水酸化する機構は酵素学的に非常に興味深い. 本研究ではYfcMの構造をX線結晶構造
解析によって決定することで YfcM の活性部位を同定するとともに YfcM が EF-P を水
酸化する機構を解明することを目指した. 
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1.9 本研究の概要 
第 2 章の概要 
 第 2章では古細菌における翻訳終結因子複合体である aRF1·aEF1·GTP複合体の構造
機能解析について述べる. まず古細菌 Aeropyrum pernix 由来 aRF1 と aEF1を大腸菌タ
ンパク質発現系を用いて大量発現させその後カラムクロマトグラフィーによって精製
したそして精製サンプルを 5 mM GTP, 5 mM MgCl2存在下で混合し, さらにプロテア
ーゼを加えて結晶化を阻害するフレキシブルな領域を切断しながら結晶化を行った所、
最高で2.3 Åまで回折する結晶を得ることができた. そして得られた回折データを用いて
分子置換法を行い, その後のモデル構築と精密化によって最終的に aRF1·aEF1·GTP複合体
の構造を 2.3 Å の分解能で決定することに成功した. aRF1·aEF1·GTP 複合体の構造はバク
テリア由来翻訳伸長因子 EF-Tuの, tRNAと, GTPの非水解アナログである GDPNPの複合体
構造とよく似ており, aRF1が tRNAの形状を擬態することで aEF1の tRNA認識部位と結合
することが明らかとなった. また tRNA のアンチコドンは aRF1 の終止コドン認識モチーフ, 
アミノ酸を結合する CCA 末端は aRF1 では P site tRNA からタンパク質を放出させる GGQ
モチーフに相当する位置にあることが分かった. そしてこれらの発見に基づいて, aRF1 が
終止コドンを認識する機構と P site tRNA からタンパク質を放出させる機構を考察した. 
 
第 3 章の概要 
 第 3 章では古細菌において NGD を行う複合体である aPelota·aEF1·GTP 複合体の構
造機能解析について述べる. まず古細菌 Aeropyrum pernix 由来 aPelota と aEF1を大腸
菌タンパク質発現系を用いて大量発現させその後カラムクロマトグラフィーによって
精製したそして精製サンプルを 5 mM GTP, 5 mM MgCl2存在下で混合して結晶化を行
った結果, 最高で 2.3 Å まで回折する結晶を得ることができた. 次に, aPelota とセレノメチ
オニンで標識した aEF1の複合体結晶を調製して同様にX線回折実験を行い単一波長異常
分散法による位相決定を行った その後のモデル構築と精密化を経て、最終的に
aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造を 2.3 Å の分解能で決定することに成功した. 決定した
aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造中では aPelotaは aRF1 と同様 tRNAの形状を擬態すること
で aEF1の tRNA認識部位と結合していた. しかし aPelotaは遊離型の tRNAよりもリボソー
ム A site でコドンと対合した状態の tRNA をより擬態していた. そしてこの複合体とリボソ
ームのドッキングモデルを構築した所, aPelota はコドンと対合した状態の tRNA の構造を
予め擬態することでリボソームのDCと直接相互作用していた. これらの構造的知見とそれ
に基づいた機能解析により NGD の分子機構について多面的な討論を展開した. 
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第 4 章の概要 
第 4 章では真性細菌において連続するプロリンコドンの翻訳を助けるタンパク質で
ある EF-P の高度に保存された Lys34 を水酸化修飾するタンパク質 YfcM の構造機能解
析について述べる. まず Escherichia coli 由来 YfcM を大腸菌タンパク質発現系を用い
て大量発現させその後カラムクロマトグラフィーによって精製したそして精製サン
プルをプロテアーゼ存在下で結晶化した所、最高で 1.45 Å まで回折する結晶を得るこ
とができた。次に, セレノメチオニンで標識した YfcM 結晶を調製して同様に X 線回折実
験を行い多波長異常分散法による位相決定を行った その後のモデル構築と精密化によっ
て最終的にYfcMの構造を 1.45 Åの分解能で決定することに成功した. 決定したYfcMの構
造は先行研究で報告されたいかなるアミノ酸水酸化酵素とも異なる構造であったが, 2 価金
属イオン依存的にRNAを分解するエキソリボヌクレアーゼであるYbeYの構造と似ていた. 
また YfcM は水酸化酵素の活性部位に特徴的な Fe(II)イオン配位モチーフである
2-His-1-carboxylateモチーフを持っていたが, 興味深いことにこのモチーフはYbeYの活
性部位において 2価金属イオンを配位する 3つのヒスチジン残基モチーフと同じ位置に
あることが分かった. そしてこれらの発見とそれに基づいた機能解析により, YfcM が
EF-P の Lys34 を水酸化修飾する機構を考察した. 
 
第 5 章の概要 
 第 5 章では本研究での成果をまとめるとともに翻訳終結や NGD や EF-P の作用機構
におけるその後の報告について触れ, 現在までに分かっているこれらの反応の分子機
構の詳細や今後解明すべき事柄について総合的に議論する. また翻訳因子の分子進化
についても触れる. 
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第 1 章の表 
 
 
表 1.1 遺伝暗号表 
 
 
 粒子構成 rRNA タンパク質の数 
Bacteria (70S) 50S 5S, 23S 34 
30S 16S 23 
Archaea (70S) 50S 5S, 23S 40 
30S 16S 28 
Eukaryotes (80S) 60S 28S, 5.8S, 5S 46 
40S 18S 32 
 
表 1.2 リボソームの粒子構成 71 
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 Bacteria Eukaryotes Archaea 
Class I RF1 (UAA, UAG) eRF1 
(UAA, UAG, UGA) 
aRF1 
(UAA, UAG, UGA) RF2 (UAA, UGA) 
Class II RF3 eRF3 - 
 
表 1.3 翻訳終結因子（RF） 
 
 
 
 Elongation Termination No-go decay Ribosome 
recycling GTPase Partner GTPase Partner GTPase Partner 
Eukaryotes 
(Yeast) 
eEF1 aa-tRNA eRF3 eRF1 Hbs1 
Pelota 
(Dom34) 
ABCE1 
(Rli1) 
Archaea aEF1 aa-tRNA aEF1 aRF1 aEF1 aPelota aABCE1 
Bacteria* EF-Tu aa-tRNA - - - - - 
*In bacterial, factors for elongation only are shown because the reaction mechanisms of other 
processes are different from those in eukaryotes and archaea. 
 
表 1.4 伸長, 終結, NGD, リボソームリサイクルに関わる因子 72 
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第 1 章の図 
 
 
 
 
図 1.1 遺伝情報の流れ 
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A                              B 
 
図 1.2 tRNA の形状 
(A) tRNA の二次構造. 
Acceptor stemは黄色, T-armは水色, Variable loopは紫色, Anticodon armは緑色, 
Anticodon は赤, D-arm は橙色で表している 
(B) tRNA の立体構造 (PDB ID: 1TTT) 
配色は A と同様 
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A                                   B 
 
図 1.3 リボソームによるペプチジル転移反応 
(A)  Thermus thermophilus 由来リボソームの mRNA, tRNA との複合体構造 
(PDB ID: 2WDK, 2WDL) 
リボソームの 30S サブユニットは茶色, 50S サブユニットは緑で示されてい
る. tRNAは表面図で表されており, A site tRNAは紫色, P site tRNAは黄色, E 
site tRNA は青で示してある . DC (Decoding center)と PTC (Peptidyl 
transferase center)が黒丸で囲ってある 
(B)  PTC におけるペプチジル転移反応の分子機構 2 
配色は A と同様. 電子の動きを矢印で示す. 
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図 1.4 翻訳における制御機構 
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図 1.5 翻訳伸長機構 
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図 1.6 翻訳伸長における Decoding (PDB ID: 2WRQ, 2WRR), Peptidyl transfer 
(PDB ID: 2WDK, 2WDL), Translocation (PDB ID: 2WRI, 2WRJ)状態を
捉えた構造. 配色は図 1.3 と同じ. EF-Tu は赤, EF-G は茶色で示してあ
る. 
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図 1.7 Thermus thermophilus 由来リボソームの RF2 との複合体構造 (PDB ID: 
2WH1, 2WH2). 配色は図 1.3 と同じ. RF2 は青緑色で示してある. 
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図 1.8 RF2 の GGQ モチーフがタンパク質を P site tRNA から放出させる分子
機構 73 
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図 1.9 eEF1eRF3, Hbs1, EF-Tu, aEF1の配列相同性
 
 
A                   B                 C 
 
図 1.10 eRF1, eRF3 の構造 
(A)  Human 由来 eRF1 の構造 (PDB ID: 1DT9). ドメイン A を青緑色, ドメイン
B を水色, ドメイン C を紫色で示してある. GGQ モチーフと NIKS モチーフ
は anisou モデルでそれぞれ緑色, 桃色で示してある. 
(B)  Schizosaccharomyces pombe 由来 eRF3 の構造 (PDB ID: 1R5O). ドメイン 1
を赤, ドメイン 2 を茶色, ドメイン 3 を黄色で示してある. 
(C)  Human 由来 eRF1·eRF3 Δdomain 1 の構造 (PDB ID: 3E1Y). 配色は A, B と
同じ. 
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図 1.11 eRF1·eRF3·GTP 複合体による翻訳終結機構 
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A                          B 
 
図 1.12 aRF1 と eRF1 の構造比較 
(A)  Aeropyrum pernix 由来 aRF1 の構造 (PDB ID: 3AGK). 配色は図 1.10A と同
じ. 
(B)  Human 由来 eRF1 の構造. 配色は図 1.10A と同じ. 
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図 1.13 Dom34·Hbs1 複合体による NGD の機構 
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A                                  B 
 
図 1.14 Dom34 と aPelota の構造比較 
(A)  Saccharomyces cerevisiae 由来 Dom34 の構造 (PDB ID: 2VGM). 配色は図
1.10A と同じ 
(B)  Thermoplasma acidophilum 由来 aPelota の構造 (PDB ID: 2QI2). 配色は図
1.10A と同じ. 
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図 1.15 古細菌 aEF1の 3 つの役割 
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図 1.16 Escherichia coli 由来 tmRNA の二次構造 54 
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図 1.17 tmRNA による trans-translation の機構 
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A                            B 
 
図 1.18 EF-P と tRNA の構造比較 
(A)  Escherichia coli 由来 EF-P の構造 (PDB ID: 3A5Z) 
(B)  tRNA の構造 (PDB ID: 3HUY) 
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図 1.19 EF-P と eIF5A の翻訳後修飾機構 64 
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A                                   B 
 
図 1.20 リボソーム中での EF-P の挙動 
(A) Thermus thermophilus 由来リボソームの EF-P との複合体構造(PDB ID: 
3HUY, 3HUZ) 
(B) 修飾を受けた EF-P の Lys34 のリボソームとの複合体モデルの PTC 周辺 64 
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第 2 章 aRF1·aEF1·GTP 複合体の構造機能解析  
2.1 実験材料と方法 
2.1.1 Aeropyrum pernix aEF1の調製 
 aRF1·aEF1·GTP 複合体における aEF1の構造決定はaPelota·aEF1·GTP 複合体の構
造解析において決定した構造に基づいて行った. そのため aEF1の調製方法は第章に
て述べる 
 
2.1.2  Aeropyrum pernix aRF1 の調製 
 aRF1 の発現系は, 古細菌 Aeropyrum pernix 由来 aRF1 遺伝子をプラスミド pET15b に
組み込んだものである. このプラスミドを含んだ E.coli BL21(DE3)Codon Plus を用いて
aRF1 を発現させた.  
 プラスミドを含んだ大腸菌を 25 mg/L カナマイシンを含む LB 培地中で 37°C にて培
養した. 濁度がOD600 ＝ 0.6に達した時点で培養液を氷冷し, その後終濃度が0.5 mMに
なるように IPTG を添加して aRF1 の発現を誘導した. 発現誘導後は培養温度を 20°C に
下げ, 一晩培養した. その後, 菌体を遠心 (4500 rpm, 10min)により回収した.  
 回収した菌体を懸濁緩衝液に懸濁し, 氷上にて超音波破砕した. 以下の作業は特に断
りのない限り, 4°C にて行った. この懸濁液を遠心 (13500 rpm, 40 min)し, 不溶性画分を
沈殿させた. この上清を回収し, 低速で振とうしながら, 70°Cで 30分間熱処理すること
で大腸菌由来のタンパク質を変性·沈殿させた. これを氷上で急冷した後, 再び遠心 
(13500rpm, 40min)を行うことで不溶性画分を沈殿させた. aRF1は低塩濃度では溶解度が
低下するが, イオン交換樹脂に吸着させる為には低塩濃度にすることが必須なため, 得
られた aRF1 を含む上清を透析膜に注入し, 透析緩衝液 1 を用いて 4°C にて一晩透析し
た. 透析後, 沈殿が観察されたため透析産物を遠心し (13500 rpm, 40 min), 得られた上
清を透析緩衝液で平衡化した 40 mL の Q-Sepharose 樹脂 (GE Healthcare)にロードした. 
次に, 5カラム容量の透析緩衝液にて樹脂の洗浄を行った. その後, グラジエント作成装
置と Q-Sepharose A, B 緩衝液を用いて 100 mM から 1050 mM の NaCl の直線濃度勾配に
より aRF1 の溶出を行った. 素通り画分および洗い画分について SDS-PAGE を行い, 
aRF1 が含まれることを確認した. 以下, 特に断りがない場合, アクリルアミド濃度は
12.5%とする. なお, SDS-PAGE のアクリルアミドゲルの組成については表 2.1.1 に示す. 
また, アクリルアミドゲルの染色には CBB を用いた.  
次に,疎水性カラムクロマトグラフィーによる精製を行った. カラムは Resource PHE 
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6 mL (GE Healthcare)を用いた. まず, Q-Sepharose カラムで精製したサンプルに硫酸アン
モニウムの終濃度が 0.8 MになるようにResource PHE A緩衝液を加えた後に 0.22 µmの
フィルターに通し, 0.8 M 硫酸アンモニウムを含む Resource PHE B 緩衝液で平衡化した
カラムにロードした. 同じ緩衝液にて 2 カラム容量分の洗浄を行った後, Resource PHE 
A, B緩衝液を用いて 0.8 Mから 0 Mの硫酸アンモニウムの直線濃度勾配により aRF1を
溶出した. aRF1の溶出を SDS-PAGEにて確認し, Q-Sepharose A緩衝液を用いて 4 ˚Cにて
一晩透析した. 
 そして, さらにアフィニティークロマトグラフィーによる精製を行った. カラムは
Heparin 5 mL (GE Healthcare)を用いた. 透析後回収したサンプルを 0.22 µm のフィルタ
ーにかけ, 100 mM NaClを含むHeparin A緩衝液で平衡化したカラムにロードした. 同じ
緩衝液にて 2カラム容量分の洗浄を行った後, Heparin A, B緩衝液を用いて 100 mMから
1000 mM への NaCl の直線濃度勾配により aRF1 を溶出した. aRF1 の溶出を SDS-PAGE
にて確認し, 透析緩衝液 2 を用いて 4°C にて一晩透析した. 透析後, 回収したサンプル
の波長 280 nm における吸光度を測定し, モル吸光係数280nm = 31525 としてタンパク質
濃度を見積もった. このサンプルを Amicon Ultra-4 (M.W.C.O 10 kDa)を用いた限外ろ過
法により 20.0 mg/mL まで濃縮した. 緩衝液の組成を表 2.1.2 に示す.   
 
2.1.3 aRF1·aEF1·GTP 複合体の結晶化 
 aRF1 と aEF1のモル比が等しくなるように両者を混合し, さらに GTP と MgCl2を終
濃度 5 mM になるように加えることで, aRF1·aEF1·GTP 複合体を調製した. aRF1 と
aEF1の終濃度はそれぞれ 14.9 mg/mL と 17.3 mg/mL となった. そしてこれを 10000 g
で 10 分遠心した上清を結晶化サンプルとした. 結晶化は自動結晶化装置 Hydra II plus 
One (Matrix)と Mosquito (BioLab)を用い, シッティングドロップ蒸気拡散法により 20°C
にて行った. 結晶化条件の初期スクリーニングには Crystal Screen I/II, Natrix, PEG/ION 
Screen, Index I/II , Salt RxTM (以上 Hampton Research), PACT, JCSG+ (以上 QIAGEN) , JB 
Screen Classic 1, 2, 4, 5 (Jena Bioscience), Wizard I/II (Emerald BioSystems)を用いた.  
 そして初期スクリーニングで結晶が得られた条件について, 沈殿剤濃度, pH, 結晶化
の温度を変化させることで結晶化条件の最適化を行った . また , Additive Screen 
(Hampton Research)を用いて添加剤のスクリーニングを行った. 
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2.1.4 X 線回折実験 
 得られた結晶を用いて, X 線回折実験を行った. 回折データの測定は X 線による結晶
の損傷を最小限に抑えるために 100 K の窒素ガスのクライオストリーム中にて行うた
め, 結晶を予め抗凍結剤に浸しておく必要がある. これを行わないと結晶が凍結し, 氷
の反射が出てしまうからである. 結晶の溶解を防ぐために, 結晶化条件の溶質の濃度を
濃くしたハーベスト溶液と, ハーベスト溶液に抗凍結剤として 20% グリセロールを加
えたクライオ溶液を用意し, まず結晶をハーベスト溶液に移した. 次にハーベスト溶液
とクライオ溶液を 1:1 で混合した溶液に結晶を移し, 最後にクライオ溶液に移すことで
結晶を徐々にクライオ溶液に慣らしていった. その後結晶を液体窒素で瞬間冷却し, 大
型放射光施設 SPring-8 BL41XU にて 1.0 Å の波長の X 線を用いて X 線回折実験を行っ
た.  
 
2.1.5 プロテアーゼ存在下での aRF1·aEF1·GTP 複合体の結晶化 
次に, 結晶化を阻害するフレキシブルな領域をプロテアーゼで切断しながら結晶化
することでより良質な結晶を得ることを試みた 74. aRF1と aEF1のモル比が等しくなる
ように両者を混合し, 8.7 mg/mL aRF1, 9.9 mg/mL aEF1, 5 mM GTP, 5 mM MgCl2とした
結晶化サンプルにタンパク質の質量の 1/100倍量のトリプシンまたは 1/1000倍量のキモ
トリプシンを加えた後に結晶化条件のスクリーニングを行った. 結晶化は自動結晶化
装置mosquitoを用い, 結晶化試料 0.1 µlに対して等量のレザーバー溶液と混合してシッ
ティングドロップ蒸気拡散法により 20°C にて行った. 結晶化条件の初期スクリーニン
グには Crystal Screen I/II, Salt RxTM , Natrix, PEG/ION Screen (以上 Hampton Research), JB 
Screen Classic 1, 2, 4, 5 (Jena Bioscience), PACT, JCSG+ (以上 QIAGEN)を用いた.  
 初期スクリーニングで結晶が得られた条件について, 2.1.3に準じて結晶化条件の最適
化を行った. なお, 結晶化はピペットマンで結晶化試料 1 µl に対して等量のレザーバー
溶液と混合してハンギングドロップ蒸気拡散法により 20°C にて行った.  
 
2.1.6 X 線回折実験とデータ処理 
 得られた結晶を用いて, 2.1.4に準じて X線回折実験を行った. クライオ溶液の抗凍結
剤としては 20%エチレングリコールを用いた. データ測定は, 大型放射光施設 SPring-8 
BL41XU, BL32XU, KEK PF-AR NW12A にて行った. そして得られた回折像に対してプ
ログラム HKL2000 (HKL Research)を用いて結晶のブラベ格子と格子定数を決定後, 回
折データの各反射スポットに対して指数付けと強度測定を行い, その後スケーリング, 
データリダクションを行って空間群の決定, および各指数に対する回折強度の算出を
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行った. 
 
2.1.7 aRF1·aEF1·GTP 複合体の構造解析 
 処理した回折データを用いて, CCP4 program suite の molrep により分子置換を行った
75. サーチモデルとしては単体の aRF1と, aPelota·aEF1·GTP複合体中の aEF1の原子座
標を用いた 76. その後プログラム COOT による手動でのモデルを修正とプログラム
PHENIX によるモデルの精密化を繰り返した 77,78. COOT による手動でのモデル修正で
は各残基モデルを電子密度に当てはめるとともに, Ramachandran プロットの disallowed 
regionに入る残基数を最小することを目指した. また, PHENIXによる精密化では, 剛体
精密化を一度行った後にエネルギーの最小化, 原子座標の精密化や温度因子の精密化
を行い, 温度因子の精密化には, 等法的な温度因子を仮定した.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
48 
 
2.1 の表 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2.1.1 アクリルアミドゲルの組成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       分離ゲル (7 mL) 濃縮ゲル (3 mL) 
アクリルアミド濃度 12.5％ 4.0％ 
30％ アクリルアミド 2.917 mL 0.400 mL 
1.5 M Tris-HCl pH8.8 1.750 mL ─ 
0.5 M Tris-HCl pH6.8 ─ 0.756 mL 
10% SDS 0.070 mL 0.030 mL 
TEMED 7.000 µl 3.000 µl 
APS 少量 少量 
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懸濁緩衝液 25 mM Tris·HCl pH 8.0 
500 mM NaCl 
10 mM -ME 
1 mM PMSF 
透析緩衝液 1 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
100 mM NaCl 
10 mM -ME 
Q-Sepharose A 緩衝液 25 mM Tris·HCl pH 8.0 
100 mM NaCl 
10 mM -ME 
Q-Sepharose B 緩衝液 25 mM Tris·HCl pH 8.0 
2 M NaCl 
10 mM -ME 
Resource PHE A 緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
3.5 M Ammonium sulfate 
1 mM -ME 
Resource PHE B 緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
1 mM -ME 
Heparin A 緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
1 mM -ME 
Heparin B 緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
2 M NaCl 
1 mM -ME 
透析緩衝液 2 25 mM Tris·HCl pH 8.0 
500 mM NaCl 
5 mM -ME 
 
表 2.1.2 aRF1 の精製に用いた緩衝液の組成 
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2.2 結果 
2.2.1 Aeropyrum pernix aRF1 の調製 
aRF1 を発現させた菌体を超音波破砕し, 遠心後の上清を 70°C で 30 分間熱処理を行
うことで大腸菌由来のタンパク質の多くが変性し不溶化することが SDS-PAGE (図
2.2.1A)により確認された. これを氷上で急冷した後遠心により不溶性画分を沈殿させ, 
得られた aRF1を含む上清を一晩透析することで脱塩した. 翌日 aRF1の沈殿が確認され
たので, これを遠心により取り除いた. 次にこの遠心上清を Q-Sepharose にロードし陰
イオン交換クロマトグラフィーを行ったところ, aRF1 は素通り画分および Wash 画分に
存在することが SDS-PAGE によりわかった (図 2.2.1A).  
 次に疎水性相互作用カラムにより Q-Sepharose の素通り画分および洗浄画分から
aRF1 を精製した. aRF1 は Resource PHE カラムにておよそ 500 mM 硫酸アンモニウムに
て溶出された. クロマトグラフィーのパターンを図 2.2.1B, その際の SDS-PAGE の結果
を図 2.2.1C に示す.  
 そして aRF1を含むResourcePHEの溶出画分を透析することで脱塩し, さらにHeparin
カラムによって aRF1 を精製した. aRF1 は Heparin カラムにておよそ 400 mM NaCl にて
溶出された. クロマトグラフィーのパターンを図 2.2.1D, その際の SDS-PAGE の結果を
図 2.2.1E に示す. 溶出された aRF1 をさらに一晩透析した後に回収し, 20.0 mg/mL に濃
縮した.  
 
2.2.2 aRF1·aEF1·GTP 複合体の結晶化 
2.2.2.1 結晶化条件のスクリーニングと X 線回折データの測定 
aRF1·aEF1·GTP複合体の結晶化サンプルを用いて結晶化条件のスクリーニングを行
い, 表 2.2.1 の結晶化条件で図 2.2.2A のような結晶を得ることができた.  
この結晶を用いて, SPring-8 BL41XUにてX線回折実験を行った. しかし, 得られた回
折像の最大分解能は 8.0 Å と低かった (図 2.2.2B). ハーベスト溶液, クライオ溶液の組
成を表 2.2.2 に示す.  
 
2.2.2.2 結晶化条件の最適化 
そこで, より高分解能の結晶を得るために結晶化条件の最適化を行った. そして得ら
れた結晶を用いて SPring-8 BL41XU にて再び X 線回折実験を行ったが回折像の分解能
は改善しなかった. 得られた結晶を図 2.2.3A, 2.2.3B に示す.  
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2.2.3 プロテアーゼ存在下での aRF1·aEF1·GTP複合体の結晶化とX線回折デ
ータの測定 
 8.7 mg/mL aRF1, 9.9 mg/mL aEF1, 5 mM GTP, 5 mM MgCl2とした結晶化サンプルにタ
ンパク質の質量の 1/100倍量のトリプシンまたは 1/1000倍量のキモトリプシンを加えた
後に結晶化条件のスクリーニングを行ったところ, キモトリプシン存在下で図 2.2.4A
のような結晶を得ることができた. 結晶化条件を表 2.2.3 に示す.  
 この結晶を用いて KEK PF-AR NW12A にて X 線回折実験を行ったところ図 2.2.4B の
ような最大分解能 4.0 Å の X 線回折像が得られた. ハーベスト溶液およびクライオ溶液
の組成を表 2.2.4 に示す 
 
2.2.4 結晶化条件の最適化, X 線回折データの測定, 及び回折データの処理 
 そこで, より高分解能の結晶を得るために結晶化条件の最適化を行った. その結果表
2.2.3 に示す結晶化条件で図 2.2.5A のような結晶が得られた.  
 この結晶を用いて SPring-8 BL32XU にて X 線回折実験を行ったところ, 図 2.2.5B の
ような最大分解能 2.3 Å の X 線回折像が得られた. ハーベスト溶液およびクライオ溶液
の組成を表 2.2.4 に示す. 
X 線回折データをプログラム HKL2000 で処理したところ, この aRF1·aEF1·GTP 複
合体の結晶は空間群 C2 に属し, 格子定数は a = 176.6 Å, b = 55.2 Å, c = 90.7 Å,  =  = 
90°, = 101.6°であった. 回折データの統計値を表 2.2.5 に示す. また, この結晶の
Matthews 係数, 及び溶媒含量は表 2.2.6 のようになった.  
 
2.2.5 aRF1·aEF1·GTP 複合体の構造解析 
 処理した回折データに対し, 単体の aRF1 と, aPelota·aEF1·GTP 複合体中の aEF1の
構造をサーチモデルとした分子置換法により非対称単位中 1 分子の aRF1·aEF1複合体
の解釈可能な電子密度マップを得ることに成功した. そしてモデル構築と精密化を繰
り返し, 最終的には Rfree = 26.1 %, Rwork = 20.1 %まで精密化することができた. aEF1の
N 端の 3 残基と C 端の 7 残基, 及び aRF1 の N 端の 8 残基, 176-187 番目の残基, 及び C
端の 3 残基はディスオーダーしており, モデルを構築することができなかった. 構造精
密化の統計値を表 2.2.7 に, 精密化完了後の aRF1·aEF1·GTP 複合体の構造モデルと
2Fo-Fcマップを図 2.2.6 に, 各残基の主鎖二面角をプロットした Ramachandran プロット
を図 2.2.7 に示す.  
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2.2 の表 
 
結晶化条件 
(Salt RX
TM
 #37) 
1.0 M MgSO
4
 
100 mM CH
3
COONa pH 4.6 
 
表 2.2.1 初期スクリーニングで結晶が得られた条件 
 
 
ハーベスト溶液 1.2 M MgSO4 
120 mM CH
3
COONa pH 4.6 
クライオ溶液 1.2 M MgSO4 
120 mM CH
3
COONa pH 4.6 
20% Glycerol 
 
表 2.2.2 初期スクリーニングで得られた結晶に対するハーベスト溶液とクライ
オ溶液の組成 
 
 
 
初期の結晶化条件 
(JCSG+ #91) 
25% PEG3350 
200 mM (NH
4
)
2
SO
4
 
100 mM Bis Tris pH 5.5 
最適化後の結晶化条件 23% PEG4000 
200 mM (NH
4
)
2
SO
4
 
100 mM Bis Tris pH 5.5 
10 mM L-Prolin 
 
表 2.2.3 プロテアーゼ存在下の初期スクリーニングで結晶が得られた条件 
         とその後最適化された結晶化条件 
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初期結晶の 
ハーベスト溶液 
30% PEG3350 
240 mM (NH
4
)
2
SO
4
 
120 mM Bis Tris pH 5.5 
初期結晶の 
クライオ溶液 
30% PEG3350 
240 mM (NH
4
)
2
SO
4
 
120 mM Bis Tris pH 5.5 
20% Ethylene glycol 
最適化した結晶の 
ハーベスト溶液 
27.6% PEG3350 
240 mM (NH
4
)
2
SO
4
 
120 mM Bis Tris pH 5.5 
12 mM L-Prolin 
最適化した結晶の 
クライオ溶液 
27.6% PEG3350 
240 mM (NH
4
)
2
SO
4
 
120 mM Bis Tris pH 5.5 
12 mM L-Prolin 
20% Ethylene glycol 
 
表 2.2.4 プロテアーゼ存在下の初期スクリーニングで得られた結晶に対する
ハーベスト, クライオ溶液の組成とその後最適化された結晶に対する
ハーベスト, クライオ溶液の組成 
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Data collection statistics Native  
X-ray source SPring-8 BL32XU 
Wavelength (Å) 1.0 
Space group C2 
Unit cell dimensions (Å, °) 
a = 176.6, b = 55.2, c = 90.7 
 =  = 90,  =101.6  
Resolution (Å) 
50–2.30 
(2.34–2.30) 
Unique reflections 38,192 (1,866) 
Redundancy 5.7 (3.9) 
Completeness (%) 98.9 (97.2) 
I/(I) 37.7 (3.82) 
Rsym 0.063 (0.282) 
The numbers in parentheses are for the last shell. 
表 2.2.5 aRF1·aEF1·GTP 複合体結晶の回折データの統計値 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2.2.6 aRF1·aEF1·GTP 複合体結晶の Matthews 係数（Vm）および溶媒含量 
非対称単位中の分子数 Mw[kDa] Vm[ Å3/Da] 溶媒含量[%] 
1 91 2.39 48.54 
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Refinement statistics  
Resolution (Å) 46.498–2.30 
No. of reflections (all/test) 37988/1906 
Rwork/Rfree 0.2013/0.2606 
No. of atoms  
Protein 5961 
Ligand 33 
Water 162 
RMSD of  
Bond length (Å) 0.009 
Bond angle (°) 1.202 
Average B factor (Å)  
Protein 50.9 
   Ligand 40.9 
   Ion 61.6 
   Water 46.7 
Ramachandran plot  
Favored region (%) 98.6 
Outliers (%) 0.0 
The numbers in parentheses are for the last shell. 
表 2.2.7 aRF1·aEF1·GTP 複合体の構造精密化の統計値 
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2.2 の図 
        A 
 
図 2.2.1 aRF1 の精製 
A 粗精製における SDS-PAGE 
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B 
 
C 
 
 
B Resource PHE カラムクロマトグラフィーのパターン 
C Resource PHE カラムからの溶出液の SDS-PAGE 
クロマトグラフィーのパターンは青線が 280 nm における吸光度, 赤線が 260 
nm における吸光度, 茶線がイオン強度, 緑線が B 緩衝液の濃度をプロットした
ものである.これ以降の図でも同様とする. 
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D 
 
 
E 
 
 
D Heparin カラムクロマトグラフィーのパターン 
E Heparin カラムからの溶出液の SDS-PAGE 
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A 
 
B 
 
 
図 2.2.2 aRF1·aEF1·GTP 複合体の結晶化と X 線回折像 
A 初期スクリーニングによって得られた aRF1·aEF1·GTP 複合体の結晶 
B A の結晶から得られた X 線回折像 
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A 
 
 
B 
 
 
図 2.2.3 結晶化条件の最適化によって得られた結晶 
A 添加剤のスクリーニングによって得られた結晶 
B 4°C での結晶化によって得られた結晶 
 
 
 
 
 
 
 
61 
 
A 
 
B 
 
図 2.2.4 キモトリプシン存在下での結晶化と X 線回折像 
A 初期スクリーニングによって得られた aRF1·aEF1·GTP 複合体の結晶 
B A の結晶から得られた X 線回折像 
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A 
 
B 
 
図 2.2.5 結晶化条件の最適化によって得られた結晶と X 線回折像 
A aRF1·aEF1·GTP 複合体の結晶 
B A の結晶から得られた X 線回折像 
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図 2.2.6 精密化完了後の aRF1·aEF1·GTP 複合体の構造モデルと 1.0 σで表示
された 2Fo-Fcマップ 
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図 2.2.7 aRF1·aEF1·GTP 複合体構造の Ramachandran プロット 
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2.3 考察 
インターネット公表に関する共著者全員の同意が得られていないため, 本節について
は非公開 
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第 3 章 aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造機能解析 
3.1 実験材料と方法  
3.1.1 Aeropyrum pernix aEF1の調製 
 古細菌 Aeropyrum pernix 由来 aEF1の発現系は, その遺伝子をプラスミド pET15b に
組み込んだものを東京大学大学院新領域創成科学研究科の伊藤耕一教授から供与して
頂いた. このプラスミドを含んだ E.coli BL21(DE3)Codon Plusを用いて, N端にヒスチジ
ンタグ (His タグ)を融合させた aEF1を発現させる.  
プラスミドを含んだ大腸菌を 50 mg/L アンピシリンを含む LB 培地中で 37°C にて培
養した. 濁度がOD600 ＝ 0.5に達した時点で培養液を氷冷し, その後終濃度が0.5 mMに
なるように IPTGを添加して aEF1の発現を誘導した. 発現誘導後は培養温度を 20°Cに
下げ, 一晩培養した. その後, 菌体を遠心 (4500 rpm, 10min)により回収した.  
回収した菌体を懸濁緩衝液に懸濁し, 氷上にて超音波破砕した. 以下の作業は特に断
りのない限り, 4°C にて行った. この懸濁液を遠心 (13500 rpm, 40 min)し, 不溶性画分を
沈殿させた. この上清を回収し, 低速で振とうしながら, 70°Cで 30分間熱処理すること
で大腸菌由来のタンパク質を変性·沈殿させた. これを氷上で急冷した後, 再び遠心 
(13500rpm, 40min)を行うことで不溶性画分を沈殿させ, 得られた aEF1を含む上清をNi
キレーティングカラムクロマトグラフィーによって室温で精製した. まず洗浄緩衝液 
1で平衡化した 5 mLの Ni-NTA SuperFlow樹脂 (Qiagen)を充填したカラムにサンプルを
ロードして aEF1を樹脂に吸着させ, 次に 30 カラム容量の洗浄緩衝液 1 にて洗浄を行
った. さらに洗浄緩衝液 2, 3で 3カラム容量ずつ洗浄した後, 5カラム容量の溶出緩衝液
を用いて樹脂に吸着した aEF1の溶出を行った. そして SDS-PAGEを行い, ゲルをCBB
により染色し, 該当する分子量位置にバンドが存在することで溶出画分に aEF1が含ま
れていることを確認した.  
 次に, aEF1に融合させている Hisタグの切断を行ったNi-NTA SuperFlow樹脂からの
溶出液にスロンビン (Haematologic Technologies Inc.)を加えた後に透析緩衝液に対して
室温にて一晩透析した翌日透析緩衝液で平衡化した 2 mLのNi-NTA SuperFlow樹脂を
充填したカラムに透析後のサンプルをロードし, 次に 3カラム容量の洗浄緩衝液 1にて
樹脂を洗浄した. そして素通りと洗浄画分に His タグが切断された aEF1が含まれてい
ることを SDS-PAGE にて確認した.  
続いて陽イオン交換クロマトグラフィーによる精製を行った. カラムは Resource S 
6 mL (GE Healthcare)を用いた. His タグを切断した aEF1の粗精製サンプルを
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Amicon Ultra-4 (M.W.C.O 10 kDa, Millipore)を用いた限外ろ過法で濃縮した後に
Resource S A緩衝液を用いてNaCl濃度を 10 mMに希釈して 0.22 µmのフィルターに
かけ, 10 mM NaClを含むResource S A緩衝液で平衡化したカラムにロードした. 同じ
緩衝液で 2カラム容量分の洗浄を行った後, Resource S A, B緩衝液を用いて 10 mMか
ら 300 mM への NaCl の直線濃度勾配により aEF1を溶出した. aEF1の溶出を
SDS-PAGE にて確認した.  
最後に ,ゲルろ過クロマトグラフィーによる精製を行った . カラムは Superdex 200 
HiLoad 120 mL (GE Healthcare)を用いた. 陽イオン交換カラムからの溶出液を Amicon 
Ultra-4 (M.W.C.O 10 kDa)を用いた限外ろ過法により濃縮した後に 0.22 µmのフィルター
にかけ, ゲルろ過緩衝液で平衡化したカラムにロードし, aEF1を溶出した. aEF1の溶
出を SDS-PAGE にて確認し, 回収したサンプルの波長 280 nmにおける吸光度を測定し, 
モル吸光係数280nm = 36900 としてタンパク質濃度を見積もった. このサンプルを
Amicon Ultra-4 (M.W.C.O 10 kDa)を用いた限外ろ過法により 28.0 mg/mL まで濃縮した. 
用いた緩衝液の組成を表 3.1.1 に示す. 
 
3.1.2 Aeropyrum pernix aPelota の調製 
 古細菌 Aeropyrum pernix 由来 aPelota の発現系は, その遺伝子をプラスミド pET15b に
組み込んだものを東京大学 大学院新領域創成科学研究科の伊藤耕一教授より供与して
頂いた. このプラスミドを含んだ E.coli BL21(DE3)Codon Plus を用いて, N 端に His タグ
を融合させた aPelota を発現させる.  
 プラスミドを含んだ大腸菌を 50 mg/L アンピシリンを含む LB 培地中で 37°C にて培
養した. 濁度がOD600 ＝ 0.7に達した時点で培養液を氷冷し, その後終濃度が0.5 mMに
なるように IPTGを添加して aEF1の発現を誘導した. 発現誘導後は培養温度を 20°Cに
下げ, 一晩培養した. その後, 菌体を遠心 (4000 g, 10min)により回収した.  
 回収した菌体を懸濁緩衝液に懸濁し, 氷上にて超音波破砕した. 以下の作業は特に断
りのない限り, 4°C にて行った. 用いた緩衝液の組成を表に示す. この懸濁液を遠心 
(13500 rpm, 40 min)し, 不溶性画分を沈殿させた. この上清を回収し, 低速で振とうしな
がら, 70°C で 30 分間熱処理することで大腸菌由来のタンパク質を変性・沈殿させた. こ
れを氷上で急冷した後, 再び遠心 (13500rpm, 40min)を行うことで不溶性画分を沈殿さ
せ, 得られた aPelota を含む上清を Ni キレーティングカラムクロマトグラフィーによっ
て精製した. まず平衡化緩衝液で平衡化した 10 mL の Ni-NTA SuperFlow 樹脂を充填し
たカラムにサンプルをロードして aPelota を樹脂に吸着させ, 次に 20 カラム容量の洗浄
緩衝液にて洗浄を行った後 , 10 カラム容量の溶出緩衝液を用いて樹脂に吸着した
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aPelota の溶出を行った. そして溶出画分に aPelota が含まれていることを SDS-PAGE に
よって確認し, 溶出画分を透析緩衝液 1 に対して一晩透析した. 
次に HPLC にて陽イオン交換クロマトグラフィーによる精製を行った. カラムは
Resource S 6 mLを用いた. aPelotaの粗精製サンプルをResource S A緩衝液を用いてNaCl
濃度を 10 mM に希釈して 0.22 µm のフィルターにかけ, 10 mM NaCl を含む Resource S  
A緩衝液で平衡化したカラムに数回に分けてロードした. 同じ緩衝液で 2 カラム容量分
の洗浄を行った後, Resource S A, B 緩衝液を用いて 10 mM から 1.2 M への NaCl の直線
濃度勾配により aPelotaを溶出した. aPelotaの溶出を SDS-PAGEにて確認し, 透析緩衝液
2を用いて一晩透析した. 透析後, 回収したサンプルの波長 280 nmにおける吸光度を測
定し, モル吸光係数280nm = 22460 としてタンパク質濃度を見積もった. このサンプルを
Amicon Ultra-4 (M.W.C.O 10 kDa)を用いた限外ろ過法により 20°Cにて 38.67 mg/mLまで
濃縮した. 用いた緩衝液の組成を表 3.1.2 に示す. 
 
3.1.3 aPelota·aEF1·GTP 複合体の結晶化 
 aPelota と aEF1のモル比が等しくなるように両者を混合し, さらに GTP と MgCl2を
終濃度 5 mM になるように加えることで, aPelota·aEF1·GTP 複合体を調製した. aPelota
と aEF1の終濃度はそれぞれ 14.5 mg/mL と 18.0 mg/mL となり, 自動結晶化装置
mosquito (BioLab)を用いてシッティングドロップ蒸気拡散法により 20°C にて結晶化を
行った. 結晶化条件の初期スクリーニングには Crystal Screen I/II, Natrix, PEG/ION 
Screen, Index I/II (以上 Hampton Research), JB Screen Classic 1, 2, 4, 5 (Jena Bioscience), 
Wizard I/II (Emerald BioSystems)を用いた.  
 そして初期スクリーニングで結晶が得られた条件について, 2.1.3に準じて結晶化条件
の最適化を行った. また, Additive Screen (Hampton Research)を用いて添加剤のスクリー
ニングを行った.  
 
3.1.4  aPelota·aEF1·GTP 複合体結晶を用いた X 線回折実験とデータ処理 
得られた結晶を用いて, 2.1.4, 2.1.6 に準じて X 線回折実験と回折データの処理を行っ
た.抗凍結剤としては 20% エチレングリコールを用いた. その後結晶をクライオストー
ムで瞬間冷却し, 大型放射光施設 SPring-8 BL41XU, 高エネルギー加速器研究機構 
(KEK) PF-AR NW12A, NE3A にて X 線回折実験を行った.  
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3.1.5 セレノメチオニン置換体 aEF1SeMet-aEF1の調製と結晶化 
3.1.5.1 SeMet-aEF1の調製 
続いてセレン原子の異常散乱効果を利用した構造決定のために, すべてのメチオニ
ン残基をセレノメチオニンに置換したサンプルを調製した. まず, aEF1発現プラスミ
ドでエレクトロポレーション法によりメチオニン要求性株 E.coli B834(DE3)Codon Plus
株を形質転換した. この形質転換株を 50 mg/L アンピシリン, 50 mg/L L-セレノメチオ
ニン, 10 mg/L グルコース, 250 mg/L 硫酸マグネシウム七水和物, 4.2 mg/L 硫酸鉄七水
和物, 1x vitamin solution を含む Core 培地 (和光純薬工業)で OD600 ＝ 0.6 まで 37°C で培
養し, 終濃度が 0.5 mM になるように IPTG を添加して SeMet-aEF1の発現を誘導した. 
発現誘導後は培養温度を 20°C に下げ, 一晩培養した. SeMet-aEF1の精製は基本的に
aEF1の精製に準じ, 緩衝液も同じものを用いた. しかし, Ni-NTA SuperFlow 樹脂の緩
衝液 2, 3 による洗浄, スロンビンによる His タグの切断, ゲルろ過による最終精製は行
わず, Resource S からの溶出液のうち SeMet-aEF1を含む画分をゲルろ過緩衝液で一晩
透析した. そしてその透析サンプルを Amicon Ultra-4 (M.W.C.O 10 kDa）を用いた限外ろ
過法により 27.9 mg/mL まで濃縮した.  
 
3.1.5.2 aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体の結晶化 
3.1.3 に準じて , aPelota·aEF1·GTP 複合体の結晶が得られている条件の周辺で
aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体の結晶化を行った. aPelota と SeMet-aEF1の終濃度は
それぞれ 12.8 mg/mL と 15.9 mg/mL になった.  
 そして得られた結晶を改良するために , シーディングによる結晶化を行った . 
aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体の結晶化サンプルと結晶化条件のレザーバー溶液を手
動で 1.0 µlずつ混合し, ドロップを作った. そして aPelota·SeMet-aEF1·GTP複合体の結
晶の表面をプローブ (猫のひげ)でやさしくなぞり, 微小な種結晶を付着させた. そし
てプローブを新たに作成したドロップの中に入れ, まっすぐな線を描くように移動さ
せることで種結晶を移し, ハンギングドロップ蒸気拡散法による結晶化を行った.  
 
3.1.6 aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体結晶を用いた X 線回折実験とデータ処
理 
 aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体結晶を用いてに準じて X 線回折実験と回
折データの処理を行ったデータ測定はPF-AR NW12A にて行い, データ測定はセ
レン原子の peak 波長である 0.97913 Å にて行った.  

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3.1.7 aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造解析
3.1.7.1 セレン原子の位置決定·位相計算
HKL2000 で処理した aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体結晶の X 線回折データを用い
て, 非対称単位中に存在するセレン原子の位置をプログラム SnB によって直接法で同
定した 79. そして得られたセレン原子の位置情報から, プログラム SHARP を用いて重
原子位置の精密化と単一波長異常分散法 (SAD 法)による初期位相の計算を行った 80. 
さらにこの初期位相から計算された電子密度中の溶媒を, プログラム SOLOMON によ
って平滑化した 81.  
 
3.1.7.2 aPelota·aEF1·GTP 複合体のモデル構築と精密化 
 得られた電子密度マップに対してプログラムDMによって density modificationを行っ
た後にプログラム RESOLVE による aPelota と aEF1の自動モデル構築を行った 82,83. そ
してその後プログラム COOT による手動でのモデルを修正とプログラム PHENIX によ
るモデルの精密化を繰り返した 77,78. PHENIXによる精密化では, 剛体精密化を一度行っ
た後にエネルギーの最小化, 原子座標の精密化や温度因子の精密化を行った. 温度因子
の精密化には, 等法的な温度因子を仮定した. そして得られた構造の原子座標をサーチ
モデルとして, 3.14 で処理した回折データに対して CCP4 program suite の molrep により
分子置換を行った 75. そしてその後 PHENIXとCOOTによるモデルの精密化をさらに繰
り返した.  
 
3.1.8 aEF1変異体と aPelota, aRF1 との in vitro での結合実験 
 解明された aEF1による aPelota, aRF1 の認識機構を確かめるために, aEF1変異体と
aPelota, aRF1 との in vitro での結合実験を行った. この実験では aPelota の認識には関わ
るが aRF1 の認識には関わっていない aEF1の残基をアラニンに置換した aEF1変異体
を作製し, それと aPelota及び aRF1との相互作用を His-タグプルダウンアッセイによっ
て検出した. 
 
3.1.8.1 結合実験に用いるタンパク質の調製. 
 野生型とPCR法によって調整した変異型の aEF1 (7-437)の遺伝子をpET26b (Novagen)
に組み込み, E. coli Rosetta2(DE3)を用いて C 末端に His-タグを融合させた aEF1を発現
させた. 発現, 精製方法は, スロンビンによって His-タグを切断しない事以外は結晶化
に用いる aEF1の調製方法と同じである. また, 最終精製サンプルは aRF1 の精製に用
いた透析緩衝液 2 に対して一晩透析を行った. そして透析産物を回収し Amicon Ultra-4 
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(M.W.C.O 10 kDa)によって濃縮した.  野生型, 変異型の aEF1の最終濃度はそれぞれ
6.5 mg/mL, 2.5 mg/mL だった. 
 aPelotaは結晶化に用いる aPelotaの調製と同様の方法でNi-NTA SuperFlow樹脂で精製
するところまで行い, その後溶出液にスロンビンを加え, aRF1 の精製に用いた透析緩衝
液 2 に対して一晩透析を行うことで His-タグを切断した. そして透析産物を Ni-NTA 
SuperFlow 樹脂に再び通し樹脂の洗浄と溶出を行い, 素通り画分と洗浄画分を回収して
Amicon Ultra-4 (M.W.C.O 10 kDa)によって濃縮し, 16.3 mg/mL まで濃縮した. 
 aRF1 に関しては結晶化に用いたサンプルをそのまま使った. 
 
3.1.8.2 His-タグプルダウンアッセイ 
aEF1と aPelota 及び aRF1 との相互作用は , MagneHis Protein Purification System 
(Promega)を用いた His-タグプルダウンアッセイによって検出した. まず, His タグ融合
aEF1とタグを含まない aPelota または aRF1 をモル比が 1:3 となるように混合し, 5mM 
GTP, 5mM MgCl2 とした. このサンプルを 70°C にて 1 分間プレヒートした後 7 µl の
MagneHisを加えて氷上で 2分間静置した. その後上清を除き, 70 µlの洗浄緩衝液で 3回
MagneHis を洗浄し, 10 µl の溶出緩衝液 (表 3.1.1 の溶出緩衝液と同じ組成)で溶出した. 
そして各サンプル由来の溶出液に対して SDS-PAGE を行った. 
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3.1 の表 
 
 
 
 
 
 
懸濁緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
20 mM Imidazole·HCl pH 8.0 
5 mM -ME 
0.1 mM PMSF 
洗浄緩衝液 1 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
20 mM Imidazole·HCl pH 8.0 
5 mM -ME 
洗浄緩衝液 2 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
40 mM Imidazole·HCl pH 8.0 
5 mM -ME 
洗浄緩衝液 3 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
60 mM Imidazole·HCl pH 8.0 
5 mM -ME 
溶出緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
300 mM Imidazole·HCl pH 8.0 
5 mM -ME 
透析緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
5 mM -ME 
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Resource S A 緩衝液 50 mM Tris·HCl pH 8.0 
1 mM DTT 
Resource S B 緩衝液 50 mM Tris·HCl pH 8.0 
2 M NaCl 
1 mM DTT 
ゲルろ過緩衝液 25 mM Tris·HCl pH 8.0 
500 mM NaCl 
1 mM DTT 
 
表 3.1.1 aEF1の精製に用いた緩衝液の組成 
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懸濁緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
10 mM Imidazole·HCl pH 8.0 
1 mM -ME 
0.1 mM PMSF 
平衡化緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
1 mM -ME 
0.1 mM PMSF 
洗浄緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
20 mM Imidazole·HCl pH 8.0 
1 mM -ME 
0.1 mM PMSF 
溶出緩衝液 20 mM Tris·HCl pH 8.0 
200 mM NaCl 
250 mM Imidazole·HCl pH 8.0 
1 mM -ME 
0.1 mM PMSF 
 透析緩衝液 1 50 mM Tris·HCl pH 8.0 
100 mM NaCl 
Resource S A 緩衝液 50 mM Tris·HCl pH 8.0 
1 mM DTT 
Resource S B緩衝液 50 mM Tris·HCl pH 8.0 
2 M NaCl 
1 mM DTT 
透析緩衝液 2 25 mM Tris·HCl pH 8.0 
500 mM NaCl 
5 mM -ME 
 
表 3.1.2 aPelota の精製に用いた緩衝液の組成 
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3.2 結果 
3.2.1 Aeropyrum pernix aEF1の調製 
 aEF1を発現させた菌体を超音波破砕し, 遠心後の上清を 70°C で 30 分間熱処理を行
うことで大腸菌由来のタンパク質の多くが変性し不溶化することが SDS-PAGE (図
2.1A)により確認された. これを氷上で急冷した後, 遠心により不溶性画分を沈殿させ, 
aEF1を含む上清を Ni キレーティングカラムクロマトグラフィーで精製した. aEF1は
Ni-NTA SuperFlow樹脂に吸着した後, 洗浄緩衝液 1, 2, 3によるカラムの洗いを経て溶出
緩衝液にて高濃度で溶出された (図 3.2.1A).  
 Ni-NTA SuperFlow樹脂からの溶出液中の aEF1に融合したHisタグはスロンビンを加
えて透析することで切断され, この透析産物を再度 Ni-NTA SuperFlow 樹脂を充填した
カラムにロードすることで His タグの切断された aEF1を精製した. 素通りと洗浄の画
分に His タグの切断された aEF1が存在することを SDS-PAGE により確認した (図
3.2.1B).  
 さらに, His タグを切断した aEF1を陽イオン交換カラム Resource S により精製した. 
この時のクロマトグラフィーのパターンを図 3.2.1C, SDS-PAGE の結果を図 3.2.1D に示
す. aEF1はおよそ 100 mM NaCl で溶出されたが, 全長の aEF1のバンドの下に aEF1
の切断物と思われるバンドが観察されたためこれを除くべくさらなる精製を行った 
Resource S からの aEF1の溶出画分を回収しこれを HiLoad Superdex 200 にロードして
ゲルろ過による精製を行った. この時のクロマトグラフィーのパターンを図 3.2.1E, 
SDS-PAGE の結果を図 3.2.1F に示す. 全長の aEF1は 85 mL 付近に溶出されたが, 切断
物を除くことはできなかった. しかし, ピークの形は左右対称の単分散になっておりサ
ンプルの状態は均一であると考えられるため, この溶出画分を回収して濃縮し, 結晶化
に用いることにした. 
 
3.2.2 Aeropyrum pernix aPelota の調製 
aPelotaを発現させた菌体を超音波破砕し, 遠心後の上清を 70°Cで 30分間熱処理を行
うことで大腸菌由来のタンパク質の多くが変性し不溶化することが SDS-PAGE (図
2.2A)により確認された. これを氷上で急冷した後, 遠心により不溶性画分を沈殿させ, 
aPelota を含む上清を Ni キレーティングカラムクロマトグラフィーで精製した. aPelota
は Ni-NTA SuperFlow 樹脂に吸着した後, 洗浄緩衝液によるカラムの洗いを経て溶出緩
衝液にて高濃度で溶出された (図 3.2.2A).  
 さらに, 粗精製した aPelotaを陽イオン交換カラムResource Sにより精製した. この時
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のクロマトグラフィーのパターンを図 3.2.2B, SDS-PAGE の結果を図 3.2.2C に示す. 
aPelota はおよそ 240 mM NaCl で溶出された. aPelota は 4°C における溶解度が低いため, 
高濃度で溶出されないように数回に分けてサンプルをカラムにロードした. また, 同様
の理由により 4°C では濃縮できないため, aPelota については 20°C にて濃縮した.  
 
3.2.3 aPelota·aEF1·GTP 複合体の結晶化 
aPelota·aEF1·GTP 複合体の結晶化サンプルを用いて結晶化条件のスクリーニングを
行い, 図 3.2.3 のような結晶を得ることができた. 結晶化条件を表 3.2.1 に示す. 
 そこで, より高分解能の結晶を得るために結晶化条件の最適化を行った. その結果以
下のような結晶化条件で 20°C にて図 3.2.4A の結晶が得られた. 結晶化条件を表 3.2.1
に示す. 
 
3.2.4  aPelota·aEF1·GTP 複合体結晶の X 線回折実験とデータ処理 
上記の結晶について, KEK PF-AR NW12A にて X 線回折実験を行い, 図 3.2.4B のよう
な最大分解能 2.3 Å の X 線回折像が得られた. ハーベスト溶液およびクライオ溶液の組
成を表 3.2.2 に示す.  
X線回折データをプログラムHKL2000で処理したところ, この aPelota·aEF1·GTP複
合体の結晶は空間群 C2221に属し, 格子定数は a = 148.9 Å, b = 158.9 Å, c = 427.2 Å,  = 
=  = 90°であった. 回折データの統計値を表 3.2.3 に示す. また, この結晶の Matthews
係数, 及び溶媒含量は表 3.2.4 のようになった.  
 
3.2.5 SeMet-aEF1の調製と aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体の結晶化 
粗精製した SeMet-aEF1の SDS-PAGEの結果を図 3.2.5Aに, さらにそれを Resource S
で精製した際のクロマトグラフィーのパターンを図 3.2.5B に, SDS-PAGE の結果を図
3.2.5C に示す.  
aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体の結晶化サンプルを用いて結晶化を行い, 最適化後
の aPelota·aEF1·GTP 複合体の結晶化条件と同じ条件で 3 日後に図 3.2.6 のような結晶
を得ることができた.  
そしてで得られた結晶を用いたシーディングによる結晶化を行った結果, 最適化後
の aPelota·aEF1·GTP複合体の結晶化条件と同じ条件で図 3.2.7Aのような結晶が得られ
た.  
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3.2.6  aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体結晶の X 線回折実験とデータ処理 
上記の結晶について KEK PF-AR NW12A にて X 線回折実験を行い, 図 3.2.7B のよう
な最大分解能 2.8 Å の X 線回折像が得られた. 測定波長は, セレン原子の K 殻吸収端に
おける peak波長である 0.97913 Åとした. ハーベスト溶液およびクライオ溶液の組成は
aPelota·aEF1·GTP 複合体結晶に用いたものと同じである.  
 aPelota·SeMet-aEF1·GTP複合体結晶の回折データをプログラムHKL2000で処理した
ところ, aPelota·aEF1·GTP複合体結晶と同様に, 空間群はC2221に属し, 格子定数は a = 
149 Å, b = 159 Å, c = 427 Å,  = =  = 90°であった. なお, 回折データの統計値を表
3.2.3 に示す.  
 
3.2.7  aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造解析 
3.2.7.1 セレン原子の位置決定・位相計算
セレノメチオニン置換体の peak 波長のデータについて, プログラム SnB による 10000
回の試行によって重原子の位置を探索した所, 他と比べてR値が有為に低い解を1つ得
ることができた (図 3.2.8). そしてこの解において同定されていたセレン原子のうちサ
イトごとの占有率が高く妥当であると考えられる 50 個のセレン原子の位置情報と 3.2 
Å までの回折データを用いてプログラム SHARP によって位相計算を行った. そしてそ
の後のプログラム SOLOMON による溶媒平滑化によって非対称単位当たり 4 分子の
aPelota·aEF1·GTP 複合体の解釈可能な電子密度マップが得られた. 位相計算の統計値
を表 3.2.3 に示す.  
 
3.2.7.2 aPelota·aEF1·GTP 複合体のモデル構築·精密化 
 得られた電子密度マップに対してプログラム RESOLVE による aPelota と aEF1の自
動モデル構築を試みたが, マップの分解能が低かったため正しくモデルを置くことが
できなかった. そこで既に報告されている Thermoplasma acidophilum 由来 aPelota と
Sulfolobus solfataricus 由来 aEF1の構造を 1 つの複合体のマップに当てはめ, さらにこ
のモデルを非対称単位中の他の 3つの複合体マップに移すマトリックスを決定した. そ
してこのマトリックスに基づいてプログラムDMによって4分子の複合体マップを重ね
合わせて平均化することで位相が改良され, 分解能は 2.8 Å に向上した. そしてこれに
よってプログラム RESOLVE による自動モデル構築が可能になった. 自動構築された
aPelota·aEF1複合体モデルに対してプログラム COOT を用いた手動でのモデル構築と
プログラム PHENIX によるモデルの精密化を繰り返した. こうして得られたモデルを
用いて 3.2.4で得られた最大分解能 2.3 Åの native結晶由来の回折データに対してCCP4 
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program suiteのmolrepで分子置換を行い, さらに手動でのモデル構築と精密化を繰り返
した. aEF1の N端の 3残基と C端の 2残基, 及び aPelotaの C端 1残基はディスオーダ
ーしておりモデルを構築することができなかったが, 最終的には Rfree = 26.5 %, Rwork = 
20.7 %まで精密化することができた. 構造精密化の統計値を表 3.2.5 に, 精密化完了後
の aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造モデルと 2Fo-Fcマップを図 3.2.9 に,各残基の主鎖二
面角をプロットした Ramachandoranプロットを図 3.2.10に示す. 非対称単位中に含まれ
る 4 分子の aPelota·aEF1·GTP 複合体はほぼ同じ構造をとっていた. 
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3.2 の表 
 
 
初期の結晶化条件 
(Wizard #37) 
2.5 M NaCl 
100 mM Imidazole pH 8.0 
最適化後の結晶化条件 2.2 M NaCl 
100 mM Imidazole pH 8.0 
 
表 3.2.1 aPelota·aEF1·GTP 複合体の結晶化条件 
 
 
 
 
 
 
 
ハーベスト溶液 2.64 M NaCl 
120 mM Imidazole pH 8.0 
クライオ溶液 2.64 M NaCl 
120 mM Imidazole pH 8.0 
20% Ethylene glycol 
 
表 3.2.2 結晶に対するハーベスト溶液とクライオ溶液の組成 
 
 
 
 
 
 
 
 
80 
 
 
 
 
 
 
 
Data collection statistics SeMet  Native 
X-ray source PF-AR NW12A PF-AR NW12A 
Wavelength (Å) 0.97913 (peak) 1.0 
Space group C2221 C2221 
Unit cell dimensions (Å, °) 
a = 149.2, b = 158.9, c = 427.0 
 =  =  = 90 
a =148.9 , b = 158.9, c = 427.2 
 =  =  = 90 
Resolution (Å) 
50–2.80 
(2.85–2.80) 
50–2.30 
(2.34–2.30) 
Unique reflections 122,732 (5,835) 214,047 (9,995) 
Redundancy 7.5 (3.2) 4.9 (2.7) 
Completeness (%) 98.6 (95.1) 95.9 (90.2) 
I/(I) 16.6 (2.12) 18.5 (2.25) 
Rsym 0.111 (0.444) 0.079 (0.360) 
Phasing statistics   
No. of Se sites 50  
Phasing power (Ano)* 0.878  
Rcullis (Ano)* 0.856  
Mean FOM* 0.26  
The numbers in parentheses are for the last shell. 
*For acentric reflections 
表 3.2.3 aPelota·aEF1·GTP 複合体の回折データと位相計算の統計値 
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表 3.2.4 aPelota·aEF1複合体結晶の Matthews 係数（Vm）および溶媒含量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
非対称単位中の分子数 Mw[kDa] Vm[Å3/Da] 溶媒含量[%] 
1 88 14.38 91.44 
2 176 7.19 82.89 
3 264 4.79 74.33 
4 352 3.59 65.78 
5 439 2.88 57.22 
6 527 2.40 48.67 
7 615 2.05 40.11 
8 703 1.80 31.56 
9 791 1.60 23.00 
10 879 1.44 14.45 
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Refinement statistics  
Resolution (Å) 32.433–2.30 
No. of reflections (all/test) 216119/10902 
Rwork/Rfree 0.2070/0.2649 
No. of atoms  
Protein 24212 
Ligand 132 
Water 1349 
RMSD of  
Bond length (Å) 0.009 
Bond angle (°) 1.288 
Average B factor (Å)  
Protein 49.1 
   Ligand 50.0 
   Water 46.3 
Ramachandran plot  
Favored region (%) 94.0 
Outliers (%) 0.6 
The numbers in parentheses are for the last shell. 
表 3.2.5 aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造精密化の統計値 
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3.2 の図 
A 
 
 
B 
 
 
図 3.2.1 aEF1の精製 
A 粗精製における SDS-PAGE 
B  His-tag の切断における SDS-PAGE 
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C 
 
D 
 
 
図 3.2.1 aEF1の精製 
C Resource S カラムクロマトグラフィーのパターン 
D Resource S カラムからの溶出液の SDS-PAGE 
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E 
 
F 
 
 
図 3.2.1 aEF1の精製 
E  HiLoad Superdex 200 によるゲルろ過クロマトグラフィーのパターン 
F  HiLoad Superdex 200 からの溶出液の SDS-PAGE 
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A 
 
図 3.2.2 aPelota の精製 
A 粗精製における SDS-PAGE 
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B 
 
C 
 
図 3.2.2 aPelota の精製 
B Resource S カラムクロマトグラフィーのパターン 
C Resource S カラムからの溶出液の SDS-PAGE 
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図 3.2.3 初期スクリーニングによって得られた aPelota·aEF1·GTP複合体の結
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図 3.2.4  aPelota·aEF1·GTP 複合体の結晶化と X 線回折像 
A 結晶化条件の最適化によって得られた aPelota·aEF1·GTP 複合体の結晶 
B A の結晶から得られた X 線回折像 
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図 3.2.5 SeMet-aEF1の精製 
A：粗精製における SDS-PAGE 
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図 3.2.5 SeMet-aEF1の精製 
B  Resource S カラムクロマトグラフィーのパターン 
C  Resource S カラムからの溶出液の SDS-PAGE 
92 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.2.6 aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体の結晶 
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図 3.2.7  aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体の結晶化と X 線回折像 
A シーディングによって得られた aPelota·SeMet-aEF1·GTP 複合体の結晶 
B A の結晶から得られた X 線回折像 

94 
 







図 3.2.8  SnB による Se 原子位置の 探索結果
左端に R 値が有為に低い解がつ見える
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図 3.2.9 精密化完了後の aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造モデルと 1.0 σで表
示された 2Fo-Fcマップ
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
図 3.2.10 Pelota·aEF1·GTP 複合体構造の Ramachandran プロット

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3.3 考察 
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第 4 章 YfcM の構造機能解析 
インターネット公表に関する共著者全員の同意が得られていないため, 本章について
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第 5 章 研究成果と総合討論 
5.1 本研究の成果 
5.1.1 aRF1·aEF1·GTP 複合体の構造·機能解析 
(1) 古細菌Aeropyrum pernix由来の aRF1·aEF1·GTP複合体の結晶構造をÅの分解能
で決定した.  
(2) aRF1 の認識に関わる aEF1の残基を同定し, それらの残基の重要性を Yeast two 
hybrid assay で確認した 
(3) aRF1が, GTPを認識した aEF1の Switch I, II領域と相互作用することで aEF1への
GTP の結合を安定化することを解明した 
(4) aRF1は tRNAの形状を擬態することで aEF1の tRNA認識部位と相互作用し, 終止
コドンの認識に関わる aRF1のNIKS/Lモチーフは tRNAのアンチコドン, ポリペプ
チドを放出させるGGQモチーフは tRNAではアミノ酸を付加する CCA末端に構造
上対応することが明らかとなった. 
(5) aRF1 がリボソーム中でフレキシブルなドメイン A を動かすことで tRNA によるコ
ドン認識と同様の機構で終止コドンを認識することを提唱した. 
(6) GTP の加水分解と aEF1の遊離によってリボソームに収納された aRF1 はドメイン
BをドメインCに対して動かすことでGGQモチーフをPTCでP siteの tRNAのCCA
末端と相互作用させ, タンパク質を放出させることを提唱した. 
 
5.1.2 aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造·機能解析 
(1) 古細菌 Aeropyrum pernix 由来の aPelota·aEF1·GTP 複合体の結晶構造をÅ の分解
能で決定した.  
(2) aPelota·aEF1·GTP 複合体中では aPelota は tRNA の形状と 5’端周辺領域のリン酸の
負電荷を擬態することで aEF1の tRNA 認識部位と相互作用することを解明した.  
(3) aPelota/Dom34/Pelota に高度に保存された PGF モチーフは aEF1の GTP 加水分解を
司る His94 と相互作用することで aEF1を GTP 型に維持することを解明した.  
(4) aRF1 と aPelota の aEF1との相互作用機構の違いに基づき, aRF1 とは結合するが
aPelota とは結合しない aEF1を作製した. 
(5) aPelota が遊離型の tRNA よりもリボソームの A site でアンチコドンと対合した A/T 
tRNA をより擬態していることを解明した. 
(6) リボソームの tRNA·EF-Tu との複合体構造に基づいて aPelota·aEF1·GTP 複合体の
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リボソームとのドッキングモデルを構築した 
(7) ドッキングモデルで得られた知見と変異体解析の結果に基づきDom34 がドメイン
A でリボソームの DC と直接相互作用し, Hbs1 による GTP 加水分解によってリボソ
ームを解離させるという新規の NGD メカニズムを提唱した.  
 
5.1.3 YfcM の構造·機能解析 
(1) Escherichia coli 由来の YfcM の結晶構造をÅ の分解能で決定した. 
(2) YfcM が UPF0054 family タンパク質と似た構造をもつことを解明した. 
(3) YfcMはUPF0054 familyタンパク質の 1つであるYbeYの活性部位を形成するZn(II)
イオンを配位する 3 つのヒスチジン残基モチーフとほぼ同じ位置に
2-His-1-carboxylate モチーフをもち, このモチーフで Fe(II)イオンを配位しているこ
とを解明した. 
(4) YfcM の 2-His-1-carboxylate モチーフやそれと相互作用する残基, 及び2 と3 を結
ぶ長いループが EF-P の水酸化に重要な役割を果たしていることを変異体解析によ
って解明した. 
 
5.2 総合討論 
5.2.1  翻訳終結研究における今後の課題 
 翻訳終結に関しては, 2012 年にリボソームと結合した eRF1·eRF3·GDPNP 複合体の電
子顕微鏡による構造が報告された 図この構造中では eRF1 のドメイン A はリ
ボソーム A site に奥深く入り, DC の近傍に達している. またリボソームと結合した
eRF1·eRF3·GDPNP 複合体の構造はリボソームに結合した tRNA·EF-Tu 複合体や後述す
るDom34·Hbs1·GDPNP複合体の構造とよく似ており, eRF1も eRF3によってリボソーム
のA siteへ運ばれることが明らかとなった図 eRF1·eRF3·GDPNP複合体によるリ
ボソームの認識機構は tRNA·EF-Tu 複合体や Dom34·Hbs1·GDPNP 複合体によるリボソ
ームの認識機構とよく似ているのだがeRF1 はドメイン C 中の minidomain を介してリ
ボソームと特異的な相互作用を形成している 図. この minidomain は Dom34には
存在しないため, 翻訳終結におけるこの特異的相互作用の意味を今後解明することが
必要である. また, この構造の分解能は 17 Åと低いため, 今後高分解能での構造を決定
することで eRF1 の NIKS/L モチーフや YxCxxxF モチーフが 3 つの終止コドンを認識す
る機構を解明する必要がある. 
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5.2.2  Dom34·Hbs1·GTP/aPelota·aEF1·GTP 複合体によるリボソームレスキ
ュー機構 
 我々が aPelota·aEF1·GTP 複合体の構造を発表した後 2010 年に S. pombe 由来の
Dom34·Hbs1複合体の結晶構造が報告された 85 (図 5.2.3A). この構造は Hbs1のドメイン
1がGTPと結合していないためSwitch I, II領域がDom34とは相互作用していないが, そ
の他は我々の aPelota·aEF1·GTP 複合体構造とよく似ていたまたDom34 は Hbs1 に結
合したGTPの解離を防いでいることが in vitroでの結合実験によって明らかとなった 85. 
このことは aPelota·aEF1·GTP複合体構造において aPelota が GTPを結合した aEF1の
Switch I, II領域を安定化していたことと一致する. これらのことからDom34·Hbs1·GTP
複合体も aPelota·aEF1·GTP 複合体も作用機構は本質的には同じであると考えられる
ただし aEF1とは違って Hbs1にはドメイン 1よりも N端側に約 240残基から成る N端
ドメインが存在する. この N 端ドメインの役割は定かではないが, Dom34 と結合した
Hbs1 の構造を安定化すると考えられている 85. 
 また, in vitro での実験により, Dom34·Hbs1·GTP 複合体がコドン非依存的にリボソー
ムの A site と相互作用し, GTP 加水分解によってリボソームのサブユニットへの解離と
ポリペプチドを結合した P site tRNA の放出を引き起こすことが証明された 86. P site の
tRNAに結合したポリペプチドが tRNAから放出されない理由は, eRF1のGGQモチーフ
を含むループに対応するDom34のループCが eRF1のループより短いためにP site tRNA
のCCA末端と相互作用できず, またループCがGGQモチーフを持っていないためであ
ると考えられる. さらに Dom34·Hbs1·GTP 複合体が mRNA の 3’末端で停止したリボソ
ームを解離させることでエキソソームによる mRNA の分解を促進することも報告され
た 87. 
 さらに 2011年にリボソームと結合したDom34·Hbs1·GDPNP複合体の電子顕微鏡によ
る構造が報告された (図 5.2.3B)この構造中の Dom34·Hbs1·GDPNP 複合体は
aPelota·aEF1·GTP 複合体とほぼ同じ構造をとっており, Dom34 のドメイン A は A/T 
tRNA の形状を擬態することでリボソームの A site に入り, ループ A やループ B を介し
て mRNA を押しのけてリボソームの DC と直接相互作用していた. そしてその影響で
mRNA は不安定化して P site と A site 中ではほとんどディスオーダーしていた. 一方
Hbs1 はリボソーム上で eEF1などの翻訳伸長因子の結合部位とほぼ同じ領域に結合し
ていたが, その N端ドメインは mRNA のリボソームへの入り口を形成する mRNA entry 
site 近傍でリボソームタンパク質 rpS と相互作用していた. rpS3 は mRNA entry site から
A site 近傍まで伸びているため, Hbs1 の N 端ドメインと rpS3 との相互作用の影響が A 
site まで伝わり, そこでの mRNA の安定性にさらに影響を与える可能性もある. また, 
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Hbs1 が翻訳伸長因子と同じ領域に結合していることは, Hbs1 による GTP の加水分解が
EF-Tu による翻訳伸長の時と同様に DC の構造変化によって引き起こされることを示唆
する.   
 これらの報告は, 3.3.10で論じたNGDにおけるDom34·Hbs1·GTP複合体の作用機構を
支持する. 
 
5.2.3  リボソーム解離因子 Rli1 
しかし, Dom34·Hbs1·GTP複合体だけでは in vitroにおけるリボソームの解離効率は低
いためNGD において十分な効率でリボソームを解離させるためには他の因子も必要
があることが示唆された 88. そしてそのような因子として Rli1 (他の真核生物では
ABCE1, 古細菌では aABCE1 と呼ばれる)が同定された 89,90.  
 Rli1 は ATP-binding cassette (ABC) family に属するタンパク質である. この fmily のタ
ンパク質は 2 つの ATP 結合ドメイン (NBD1 と NBD2)をもち 2 分子の ATP と結合する. 
これらのATPはNBD1とNBD2の間に結合しその双方と相互作用するため, ATP条件下
では NBD1 と NBD2 は ATP を介して近接した構造をとる 91 (閉状態). 片方の NBD は
Walker A モチーフを介して ATP 全体を認識し, もう片方の NBD は LSGGQ モチーフを
介して主に ATP のリン酸と相互作用する. 一方 ATP が加水分解されると LSGGQ モチ
ーフが ATP と相互作用できなくなるため, NBD1 と NBD2 は遠ざかる 92 (開状態). ABC 
family のタンパク質はこの ATP 依存的な構造変化を駆動力として生体膜を介した物質
の輸送を行う. 
 Rli1 は 2 つの[4Fe-4S]クラスターをもつ FeS ドメイン, ABC family タンパク質に特徴
的なNBD1, NBD2と 2つのHinge領域から成る 93 (図 5.2.4A, B). しかし Rli1は膜タンパ
ク質ではないため他の ABC family タンパク質のような生体膜を介した物質の輸送は行
わず, その代わり翻訳終結反応においてリボソームのサブユニットへの解離を行うこ
とが報告されている 94,95. 開状態の Rli1 は翻訳終結が完了した後にリボソームや A site
の e/aRF1 と相互作用する. そして ATP との結合による閉状態への構造変化と ATP の加
水分解によってリボソームを解離させると考えられている (図 5.2.4C). この反応には
Rli1 の FeS ドメインが重要な役割を果たすことも分かっている 94. そしてこの Rli1 が, 
Dom34·Hbs1·GTP 複合体による NGD においてリボソームをサブユニットへと解離させ
る効率を約 19 倍上昇させ, またその反応が ATP 依存的であることが明らかとなった 90 
(図 5.2.5A, B). 
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5.2.4  Dom34·Rli1·リボソーム/aPelota·aABCE1·リボソーム複合体の構造 
 さらに 2012年に, Dom34·Rli1·リボソーム複合体及び aPelota·aABCE1·リボソーム複合
体の電子顕微鏡による構造が報告された 96 (図 5.2.6B). この構造では Rli1/aABCE1 はリ
ボソームのサブユニット間で eEF1や Hbs1 などの翻訳因子の結合部位とほぼ同じ領域
に結合しており, リボソームの両方のサブユニットにまたがった相互作用を形成して
いた (図 5.2.6A, B). このことから, Rli1/aABCE1のリボソームとの結合はHbs1/aEF1が
GTP の加水分解によってリボソームから遊離した後に起こると考えられる . また, 
Rli1/aABCE1によるリボソームのサブユニットへの解離に重要な役割を果たす FeSドメ
インは Dom34/aPelota のドメイン C と相互作用していた. 一方 Dom34/aPelota には大き
な構造変化が観察された. Hbs1/aEF1に結合した状態の構造と比べると, ドメイン B が
P siteの方向へ約 140°回転し, Loop Cを介して P siteの tRNAのアクセプターステムと相
互作用していた (図 5.2.6C, D). これらのことを考えると, ATP の結合や加水分解に伴う
Rli1/aABCE1 の構造変化はリボソームのサブユニット間の相互作用ネットワークを乱
すとともに FeS ドメインを通じて Dom34/aPelota や P site の tRNA を不安定化すること
でリボソームをサブユニットへと解離させることが考えられる. 
 以上のことから, NGD においてリボソームがサブユニットに解離するより詳細な機
構が提唱された 96 (図 5.2.7). まず GTP を結合した Hbs1/aEF1が停止したリボソームの
A site に Dom34/aPelota を挿入する. 次に Hbs1/aEF1は GTP を加水分解し, リボソーム
から遊離する. そして Dom34/aPelota はドメイン B を動かして P site の tRNA と相互作
用するとともに開状態の Rli1/aABCE1 が Dom34/aPelota のドメイン C と結合する. 最後
に Rli1/aABCE1 は ATP の結合と加水分解に伴う構造変化によってリボソームを不安定
化し, サブユニットへと解離させる. 
 さらに, Dom34 と Rli1 によるリボソームのサブユニットへの解離は NGD 以外の過程
でも重要な役割を果たしていることが明らかとなった. リボソームの 40Sサブユニット
が成熟する過程において, 18S rRNA の前駆体である 20S rRNA を含む pre-40S サブユニ
ットは一度 60S サブユニットと結合して 80S-like リボソームとなる. そしてその後
80S-like リボソームは 60S サブユニットと成熟した 40Sサブユニットに解離することで
40S サブユニットが翻訳開始反応を引き起こすのだが, Dom34 と Rli1 がこの 80S-like リ
ボソームのサブユニットへの解離を引き起こすことが報告された (ただし, 40S サブユ
ニットの成熟とサブユニット解離の順序は逆でもよい.)97. そのため Rli1 が欠乏した株
や Dom34 が欠損した株では成熟した 40S サブユニットが 60S サブユニットから解離で
きないため翻訳の開始が阻害される 97-99. このように, Dom34 と Rli1 は翻訳の開始に必
要な成熟した 40S サブユニットを供給する上でも重要な役割を担っている. 
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5.2.5  NGD と翻訳終結の相同性·相違性 
 NGD と翻訳終結の機構はよく似ている  (図 5.2.8). NGD では GTP を結合した
Hbs1/aEF1がリボソームの A siteに Dom34/aPelotaを挿入し, 翻訳終結では eRF3/aEF1
がリボソームのA siteに e/aRF1を挿入する. 続いてDom34/eRF3はリボソーム上でGTP
を加水分解し , リボソームから遊離する . 最後に Rli1/aABCE1 が NGD では
Dom34/aPelota, 翻訳終結では e/aRF1 と相互作用することでリボソームをサブユニット
へと解離させる. 
 一方, NGDと翻訳終結には大きな相違点が 4つある. 1つ目は, NGDでは停止したリボ
ソームが認識されるのに対して, 翻訳終結では終止コドンが認識されることである. こ
の違いは, Dom34/aPelota と e/aRF1 のドメイン A の違いによって説明できる. リボソー
ムの奥深くに入る Dom34/aPelota と e/aRF1 のドメイン A は構造とフレキシビリティー
が大きく異なる. Dom34/aPelota のドメイン A はドメイン C との相互作用によって固定
されており, コドン·アンチコドン対合を形成したA/T tRNAの形状を擬態することでル
ープ Aやループ B を介してリボソームの DCを直接認識する 88 (図 5.2.9, 5.2.10). 一方
e/aRF1 のドメイン A は tRNA のアンチコドンアームのフレキシビリティーを擬態して
おり, tRNA によるコドン認識と同様にこのフレキシブルなドメイン A を動かすことで
NIKS/L などの配列モチーフを介して終止コドンを認識し, 終止コドン依存的に DC を
認識すると考えられる (図 5.2.10). また aRF1と aPelotaのドメインAの表面電荷を比較
してみると, NGDにおいてリボソームのDCを形成するヌクレオチドのリン酸と相互作
用すると考えられる塩基性領域は aRF1 には見られない (図 5.2.11).  
 2 つ目は, NGD では mRNA の分子内切断が起こるという点である. Dom34·Hbs1·GTP
複合体はこの切断を促進するが必須ではないためこの機構は未だ明らかとなっていな
い 43. また最近の報告によると NGD によるリボソームの解離効率はその停止位置より
下流の mRNA の長さが長くなるほど低くなる 89,90. このことから NGD における mRNA
の切断は, mRNA の保護されていない末端を露出させることでその分解を促進する他に
リボソームの停止位置より下流の mRNA の長さを短くすることでリボソームの解離を
促進する意味もあると考えられる. 
 3 つ目は, 翻訳終結においては eRF3/aEF1による GTP 加水分解の後に e/aRF1 によっ
て P site の tRNA に結合したタンパク質が放出されることである. e/aRF1 はドメイン B
に存在するGGQモチーフを介して P site tRNAとポリペプチド鎖をつなぐエステル結合
を加水分解する. そのため eRF3/aEF1がリボソームから遊離した後に e/aRF1 は GGQ
モチーフを P site tRNA の CCA末端に近づける必要がある. Dom34·Rli1·リボソーム複合
体及び aPelota·aABCE1·リボソーム複合体の構造によると, Dom34/aPelota はドメイン B
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をドメイン C に対して動かすことでループ C を P site tRNA に近づけてそのアクセプタ
ーステムと相互作用している 96. Dom34/aPelota と e/aRF1 のドメイン B, C の相同性を考
えると, e/aRF1のドメイン Bもリボソーム中で同様の動きをする可能性が高い. さらに, 
先述した e/aRF1のドメインBのフレキシビリティーもこの説を支持する (図2.3.14). そ
して e/aRF1 のドメイン B がリボソーム中で同様に動いた場合, GGQ モチーフを含む
e/aRF1 のループは対応する Dom34/aPelota のループ C よりも長いため, PTC で P site 
tRNA の CCA 末端と相互作用してエステル結合を加水分解できると考えられる 96 (図
5.2.12). 一方 eRF1 によるエステル結合の加水分解が Rli1 によって促進されるという報
告もあり, この促進はATPの代わりにATPの非水解アナログであるADPNPを用いた場
合でも起こる 90. このことから, Rli1/aABCE1の結合はDom34/aPelotaや e/aRF1のドメイ
ン B のこの動きを促進するか動いた後の構造を安定化していると考えられる. 
4 つ目は, リボソームがサブユニットへと解離した後の P site tRNA の挙動である (図
5.2.13). 翻訳終結では, P site tRNA からのタンパク質の放出を経てリボソームがサブユ
ニットに解離した後も P site tRNA は 40S サブユニットの P site で mRNA と結合し続け
ている 95. そしてその後翻訳開始因子によって 40S サブユニットから遊離する 95. 一方
NGD では Dom34 によって P site tRNA のコドン·アンチコドン対合が不安定化されるた
め, P site の tRNA は mRNA から遊離する 86,88. さらに NGD の場合タンパク質の放出が
起こらないため, tRNA に結合したタンパク質は 60S サブユニットの peptide exit tunnel
を通って外に出て, 部分的に折りたたまれている. このため tRNA は結合したタンパク
質に引っ張られて 60Sサブユニットと共局在する 40. その後このタンパク質は 60Sサブ
ユニット上で Ltn1やNot4などによってユビキチン化を受けるた後にプロテアソームで
分解される 46,100. このように NGD は, 異常 mRNA から合成された異常タンパク質を分
解する機構をも備えている. 
 
5.2.6  NGD 研究における今後の課題 
 NSD と NGD は 2002 年と 2006 年に発見されて以来現在まで精力的に研究され, 多く
のことが解明された. しかし, 少なくとも 3 つのことが未だ未解明である. 1 つ目は, 
mRNA が切断される機構である. Dom34·Hbs1·GTP 複合体はこの切断を促進するが必須
ではない RACK1 や Hel2 などの因子によるリボソームの停止がこの切断に重要な役
割を果たすことは分かっているが, その切断の機構は未解明である 43,46. また exosome
のエンドリボヌクレアーゼ活性は終止コドンを含まない mRNA の分解には重要な役割
を果たすが, ステムループを含む mRNA の切断には関わっていないことが報告されて
いる 101. 
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 2 つ目は, NGD においてリボソームがサブユニットへと解離する効率がリボソームの
停止位置より下流の mRNA の長さに依存することである. 哺乳動物では停止したリボ
ソームの P site より下流に 13 ヌクレオチド以上, 酵母では 30 ヌクレオチド以上 mRNA
が延びている場合, NGD によるリボソームのサブユニットへの解離効率は大きく減少
する 89,90 (図 5.2.14). このことからNGDにおけるmRNAの切断は, リボソームから下流
に延びる mRNA を短くすることでそのサブユニットへの解離を可能にするためである
と考えられる . また, この性質のために , 停止していない伸長過程のリボソームに
Dom34·Hbs1·GTP 複合体が作用して伸長過程の途中でリボソームを解離させることが
防がれていると考えられるリボソームと結合した Dom34·Hbs1·GDPNP 複合体の構造
によると Hbs1 の N 端ドメインは mRNA のリボソームへの入り口を形成する mRNA 
entry site 近傍に結合していることから, この N 端ドメインがリボソームの P site より下
流のmRNAの長さに影響を受けると考えられている 88. 実際Hbs1の非存在下ではNGD
におけるリボソームのサブユニットへの解離効率が P siteより下流のmRNAの長さに依
存しなくなることが報告されているが, Hbs1 がどのようにして下流の mRNA の長さを
認識しているのかは未解明である 90. 
3 つ目は, 異常 mRNA から合成された異常タンパク質を分解する機構である. リボソ
ームのサブユニットへの解離が起きた後に, tRNA から 60S サブユニットの peptide exit 
tunnel を通って外に出てきた異常タンパク質は Ltn1 や Not4 などの E3 ユビキチンリガ
ーゼやRqc1, Tae2によってユビキチン化され, その後Cdc48がユビキチン化された異常
タンパク質を peptide exit tunnel から引っ張り出してプロテアソームで分解すると考え
られているが, その機構は未解明である 46,100. 
 
5.2.7  tRNA 擬態について 
 タンパク質による tRNA 擬態は, 1995 年に Jens Nyborg らによって初めて発見された
1. 彼らが決定した tRNA·EF-Tu·GDPNP の結晶構造が, EF-G の構造とよく似ていたので
ある. その後 RF1/2 や eRF1 などの翻訳終結因子も tRNA の形状と似ていることが報告
された 27,36,102,103. そのため翻訳因子が tRNAの形状を擬態することでリボソームのA site
と相互作用し, 翻訳を制御するという tRNA 擬態が提唱された. また本研究によって
aRF1 や aPelota も tRNA の形状を擬態することで aEF1によってリボソームの A site に
運ばれて翻訳終結やNGDを行うことが示唆された. tRNAのアンチコドンアームに対応
するドメイン A でのリボソーム認識と共役した GTP 加水分解によってそれぞれの反応
を行うという機構も, tRNA による翻訳伸長機構に倣っている.  
 一方で, EF-P は tRNA の形状を擬態しているにも関わらず, リボソームの A site では
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なく P site と E site の間で相互作用している 69 (図 1.1.19). これは連続したプロリンのコ
ドンによって停止したリボソームの A site には tRNA が既に詰まっているためであると
考えられる. バクテリアにおいてリボソームがmRNAの3’末端で停止した場合や, レア
コドンで停止した結果 A siteで mRNAが切断された場合は A siteには tRNAは相互作用
できず, A siteは空いていると考えられる. このため tmRNA·SmpB複合体はA siteに入っ
て trans-translationによってリボソームをレスキューする. しかし連続したプロリンのコ
ドンによるリボソームの停止は, A site に Pro-tRNA が入っているにも関わらずペプチジ
ル転移が起こらないために発生する. この場合はEF-PはA siteと相互作用することがで
きない. そのため EF-P は P site と E site の間で相互作用し, そこから Lys34 に付加され
たリシンを PTC へと伸ばして P site tRNA の 3’末端領域と相互作用することでリボソー
ムをレスキューすると考えられる.  
 このことを考えると, EF-P による tRNA 擬態の意義はリボソームと相互作用すること
ではなくむしろ Lys34 に修飾を受けるためであると考えられる. EF-P の Lys34 は tRNA
の 3’末端のA76に対応する位置にあり, リシル tRNA合成酵素のパラログによってリシ
ル化修飾を受ける. しかもこのリシル化修飾は EF-P の機能に重要な役割を担うことが
示されている 58,59,70. このように EF-Pによる tRNA擬態は, tRNA擬態が従来知られてい
たようなリボソームの A site と相互作用する手段というだけではなくアミノアシル
tRNA 合成酵素によって修飾される戦略としても機能することを示している. 
 
5.2.8  EF-P の研究における今後の課題 
 EF-P は高度に保存された Lys34 にリシル化と水酸化を受け後にリボソームに作用し
て連続したプロリンコドンの翻訳を助ける. リシル化に関してはYjeAとEF-Pの複合体
構造の決定により, リシル tRNA 合成酵素のオーソログである YjeA が tRNA を擬態し
た EF-Pの 3’末端に対応する Lys34に, リシル tRNA合成酵素が tRNALysにリシンを付加
させるのと同じ機構で(R)--Lysを付加する機構が解明されている 66. 一方 YfcMによる
水酸化に関しては, 本研究によって YfcMの活性部位が同定されたものの YfcMが EF-P
とどのように相互作用してそのLys34をNADPH依存的に水酸化するのかは不明である. 
これを明らかにするためには EF-P と YfcM と NADPH の複合体構造の決定が必要であ
る. さらに, 修飾を受けた EF-P がリボソームの PTC と相互作用して連続したプロリン
コドンの翻訳を助ける機構を解明するためには, 連続したプロリンコドン上で停止し
たリボソームと修飾を受けた EF-P の複合体構造を決定する必要がある. 
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5.2.9  翻訳因子の分子進化 
 tmRNA が真正細菌に高度に保存されており NGD が真核生物と古細菌にのみ存在す
ることを考えると, tmRNA は真正細菌の祖先が真核生物と古細菌の共通祖先から分岐
した後に獲得し, NGD は真正細菌の祖先から分岐した真核生物と古細菌の共通祖先が
獲得したと考えられる. そしてその後真核生物と古細菌が分岐した結果, 真核生物の翻
訳体系では伸長, 終結, NGDが eEF1, eRF3, Hbs1に分業されたのに対して, 古細菌では
Hbs1 や eRF3 のオーソログが存在せず aEF1が伸長, 終結, NGD の全てを行っている 
(図 5.2.15). この理由は明らかではないが, 可能性の 1つとして以下のことが考えられる
12 (図 5.2.16). 真正細菌の祖先から分岐した真核生物と古細菌の共通祖先は aEF1のよ
うに伸長, 終結, NGD の全てを行う翻訳因子をもっていた. 古細菌は真核生物から分岐
した後もその因子の多機能性を保持し, aEF1となった一方真核生物では古細菌から
分岐した後にその因子の遺伝子に重複が起こりその後の進化の過程でそれぞれの遺伝
子が固有の進化を遂げて機能分化した結果伸長, 終結, NGD のそれぞれに特化した
eEF1, eRF3, Hbs1 が現れた.  
 さらに注目すべき点として, 進化によって生命システムが複雑化するにつれて翻訳
因子もより高度な機能を備えるに至っていることが挙げられる. 例えば eRF3 には
a/eEF1やEF-Tuには見られない約200残基から成るN端ドメインが存在する 104 (図1.9). 
このN端ドメインは PAM2と呼ばれる配列をもち, eRF3は翻訳終結を行いながら PAM2
で PABP (Poly A binding protein)と相互作用することで Pan2·Pan3複合体や CCR4·NOT複
合体による poly A の分解を調節する 104-106. このことから eRF3 は翻訳終結と mRNA の
分解を共役させていると考えられる. さらに, 真核生物では翻訳因子は本来の役割であ
る翻訳制御を超えた機能をも担っている. 例えば eEF1は翻訳伸長の他にアクチン繊維
と相互作用してその組織化や切断を行うことやアポトーシスの制御を行うことが報告
されている またEF-Pの真核生物のオーソログである eIF5Aも, 連続したプロリンコ
ドンの翻訳を助ける他に, Arabididopsi thaliana において植物ホルモンの 1 つであるサイ
トカイニンの受容体と相互作用してサイトカイニンによるシグナル伝達を制御するこ
とで根の形成に関わっていることが報告されている. このように生物が進化しより高
度で複雑な生命システムを獲得する上で翻訳因子の分子進化は重要な役割を果たして
いると考えられる. 
そして遺伝子重複と機能分化による翻訳因子の分子進化は現在でも続いている. 例
えば哺乳動物の eRF3 には eRF3a と eRF3b の 2 種類が存在する. eRF3a と eRF3b は 87%
のアミノ酸配列の相同性を有し, どちらも翻訳終結活性を備えている 108. しかし eRF3a
が多くの組織に発現しているのに対し, eRF3b は脳などの一部の組織に発現するのみで
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あり, N 端ドメインの配列も異なる 108. また, 哺乳動物には eEF1も eEF1-1 と 
eEF1-2 の 2 種類が存在する. eEF1-1 と eEF1-2 は 92%のアミノ酸配列の相同性を有
し, どちらもタンパク質合成の活性を備えている 109,110. しかし eEF1-1は多くの組織に
発現しているのに対し, eEF1-2 は心臓や脳や骨格筋などでしか発現していない 110. さ
らに筋管細胞において eEF1-1はアポトーシスを促進するのに対して eEF1-2はそれを
抑制する 110. これらのことを考えると, 遺伝子重複によって生じた翻訳因子のアイソフ
ォームは機能分化を進めていることが分かる. 今後も進化の過程で翻訳因子の遺伝子
重複とそれによって生じたアイソフォームの機能分化が進めば, 新しい機能を備えた
因子が誕生して生命システムがより複雑化することが考えられる. 
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5.2 の図 
 
 
 
 
 
 
図 5.2.1 リボソーム·eRF1·eRF3·GDPNP 複合体の構造  
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C 
 
図5.2.2 リボソーム中の eRF1·eRF3·GDPNP複合体の構造と他の構造の比較 
*は eRF1 のドメイン C に特異的に存在する mimidomain. 
A リボソーム中の eRF1·eRF3·GDPNP 複合体の構造
B リボソーム中の Dom34·Hbs1·GDPNP 複合体の構造と図との重ね合わせ
C リボソーム中の tRNA·EF-Tu 複合体の構造と図との重ね合わせ 
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図 5.2.3 Dom34 と Hbs1 の複合体構造 
A Schizosaccharomyces pombe 由来 Dom34·Hbs1 複合体の構造  (PDB ID: 
3MCA). 配色は図 2.3.1 と同様だが, Hbs1 のドメイン N を緑で示してある. 
B リボソーム·Dom34·Hbs1·GDPNP 複合体の構造 88 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
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図 5.2.4 リボソーム解離因子 Rli1 
A Rli1 のドメイン構成. 
B Pyrococcus abyssi 由来 Rli1 (aABCE1)の構造 (PDB ID: 3BK7) 
  [4Fe-4S] cluster と ADP を ball-and-stick モデルで示してある. 
   ドメインの配色は図 A に依る. 
C ヌクレオチド状態に依存した NBD1, NBD2 の構造変化 
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図 5.2.5 Rli1 によるリボソームの解離 90 
A NGD において Dom34, Hbs1, Rli1 がリボソームの解離速度に与える影響 
B Dom34/Rli1 によるリボソームの解離にヌクレオチドが与える影響 
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図 5.2.6 Rli1 によるリボソームの解離 
A リボソーム·Dom34·Hbs1·GDPNP 複合体の構造 88 
B リボソーム·Dom34·Rli1 複合体の構造 96 
C リボソーム中の Dom34·Hbs1·GDPNP 複合体の構造 
D リボソーム中の Dom34·Rli1 複合体の構造 
    図 C からの Dom34 のドメイン B の動きが矢印で示されている. 
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図 5.2.7 NGD におけるリボソームの解離機構 
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図 5.2.8 翻訳翻訳と NGD の類似性と相違性 
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図 5.2.9 aPelota のドメイン A とドメイン C の相互作用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A                       B                C 
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図 5.2.10 tRNA のアンチコドンアームと aRF1, aPelota のドメイン A の比較 
A tRNA (紫) (PDB ID: 1TTT)と A/T tRNA (黄) (PDB ID: 2XQD)の重ね合わせ. 
B 遊離型の aRF1 (赤) (PDB ID: 3AGK)と aEF1に結合した aRF1 (薄緑) の重
ね合わせ. 
C aEF1に結合した aPelota の構造 
 
A                      B                C 
 
図 5.2.11 aRF1, tRNA, aPelota の表面構造と電荷の比較 
A aRF1 の表面構造と表面電荷 
B tRNA の表面構造と表面電荷 
C aPelota の表面構造と電荷 
表面電荷は-7 kT/e から+7 kT/e の範囲でプログラム APBS によっって計算され
た 111. 配色は図 3.3.6 と同様. 
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図 5.2.12 リボソーム中の Dom34 の構造に基づいた, リボソーム中の eRF1 の
構造モデル 96 
A リボソーム·Dom34·Rli1複合体中のDom34の構造. P site tRNAが緑で示され
ている. Dom34 の配色は図 1.14 と同じ. 
B 図 A の Dom34 の構造に基いて構築された, リボソーム中での eRF1 の構造
モデル. 図Aの P site tRNAと Dom34が灰色で示されている. GGQモチーフ
の位置が水色で示されている. 
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図 5.2.13 翻訳終結とNGDにおける, リボソームの解離後の P site tRNAの挙動 
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図 5.2.14 P site より下流の mRNA の長さが Dom34, Hbs1, Rli1 によるリボソー
ム解離の効率に与える影響 90 
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図 5.2.15 生物の進化と, その過程で tmRNA, NGD, eEF1, Hbs1, eRF3 が出現
した時期 
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図 5.2.16 aEF1, eEF1, Hbs1, eRF3 が出現した進化的経緯 
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